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DOKTORA TEZi

A.NIGER’DEN SAFLASTIRILMIS NARINGINAZIN VE BAZI PROBiYOTIK
BAKTERILERIN GREYFURT SUYUNUN BAZI OZELLIKLERI VE ACILIK
BILESENLERINDEN OLAN NARINGIN UZERINE ETKIiSI

Arzu IMECE
Damsman: Prof. Dr. Memnune SENGUL

Amag: Narenciye sulari arasinda 6zellikle greyfurt suyunda 6nemli bir sorun olarak karsimiza
cikan acilik bileseni naringinin azaltilmasi amaciyla naringinaz enziminin saflastirilmasi ve
karakterizasyonu ¢aligilmistir. Ayni  zamanda naringinaz enzimi ve probiyotik
mikroorganizmalarin greyfurt suyuna ilave edildikten sonra greyfurt suyundaki fizikokimyasal
degisimleri ve antioksidan aktivitesi aragtirilmistir.

Yontem: Naringinaz enzimi ckstraseliiler olarak Aspergillus niger ATCC 1688
mikroorganizmasindan elde edilmis, saflagtirilmis ve karakterize edilmistir. Bununla birlikte
saflagtirilan enzimin greyfurt suyuna farkli konsantrasyonlarda (%0.1, %0.5, %1) ilave edilerek
farkli sicakliklarda (25, 35, 45°C) bir ve bes saat bekletilerek naringin miktarinin
belirlenmesiyle birlikte greyfurt suyunda meydana gelen fizikokimyasal degisimler ve
antioksidan aktivite belirlenmistir. Baz: probiyotik bakterilerin tekli, ikili ve igli
kombinasyonlarinin greyfurt suyuna ilave edilerek bir aylik depolama siiresi igerisinde belirli
araliklarda (1, 2, 3. gilinler ve 2 ve 4.haftalarda) greyfurt suyunda naringin miktari,
fizikokimyasal degisimler ile antioksidan aktivite belirlenmistir.

Bulgular: Naringinaz enziminin optimum iyonik siddeti 0,5 M, optimum pH degeri 5 ve
optimum sicakligi ise 50°C olarak belirlenmistir. Enzimin en az Mg*™’den etkilendigi
bulunmustur. Saflagtirilmis naringinaz enziminin ilave edildigi greyfurt suyu orneklerinde
naringin miktarindaki en fazla azalma (%65,58), %1 enzim ilave edilmis ve 45 °C’de inkiibe
edilmis Ornekte belirlenmistir. Probiyotik bakteri ilave edilmis greyfurt sularinda ise
mikroorganizmalarin en aktif gelisim siireleri olan ilk {i¢ giin greyfurt sularinin fizikokimyasal
ozelliklerinde olumlu gelismeler tespit edilmistir. Daha sonraki siirecte ise fizikokimyasal
ozelliklerinde bir azalma belirlenmistir. Antioksidan aktivitelerinde ise ilk {i¢ gilinliik siirecte
cok fazla degisim olmamakla birlikte 2. ve 4. haftalarda bir azalma tespit edilmistir. Probiyotik
bakterilerin ilave edildigi greyfurt suyu orneklerinde naringin miktarinda en fazla azalma
(%61,5), 37°C’de depolanan L.plantarum ACC 28’de belirlenmistir. Her iki uygulamada da en
yiiksek fenolik bilesik kuinik asit olarak belirlenmis olup, kuinik asit saflastirilan enzimin ilave
edildigi 6rneklerden en yiiksek 25°C’de %0.5 enzim ilave edilen 6rnekte (13914,48 ppb),
probiyotik bakterilerde ise 37°C’de depolanmis 3. KO’da (35768,88 ppb) tespit edilmistir.

Sonug¢: Yapilan bu ¢aligma naringinaz enziminin greyfurt suyuna uygulanmasi agisindan genis
kapsamli bir arastirma olup, bu kapsamda daha Once bir ¢alismaya rastlanmadigindan bu
caligmanin literatiire onemli bir katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Naringinaz, naringin, probiyotik meyvesuyu, Asperillus niger ATCC
1688, Greyfurt suyu

Agustos 2022, 236 sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL THESIS

THE EFFECT OF PURIFIED NARINGINASE FROM A.NIGER AND SOME
PROBIOTIC BACTERIA ON SOME PROPERTIES OF GRAPEFRUIT JUICE AND
NARINGIN, ABITTER COMPONENT

Arzu IMECE
Supervizor: Prof. Dr. Memnune SENGUL

Purpose: Purification and characterization of the enzyme naringinase was studied in order to
reduce the bitterness component naringin, which is an important problem in citrus juices,
especially in grapefruit juice. At the same time, after adding naringinase enzyme and probiotic
microorganisms to grapefruit juice, physicochemical changes and antioxidant activity of
grapefruit juice were investigated.

Method: Naringinase enzyme was extracellular obtained from the microorganism Aspergillus
niger ATCC 1688, purified and characterized. However, by adding the purified enzyme to
grapefruit juice at different concentrations (0.1%, 0.5%, 1%) and keeping it at different
temperatures (25, 35, 45°C) for one hour and five hours, the physicochemical changes and
antioxidant activity in grapefruit juice were determined by controlling the amount of naringin.
By adding single, double and triple combinations of some probiotic bacteria to grapefruit juice,
the amount of naringin, physicochemical changes and antioxidant activity were found in
grapefruit juice at certain intervals (1, 2, 3 days and 2 and 4 weeks) within a month of storage.

Results: The optimum ionic strength of the naringinase enzyme was calculated as 0.5 M, the
optimum pH value was 5 and the optimum temperature was 50°C. It was found that the enzyme
was affected at least by Mg*2. The highest decrease (65.58%) in the amount of naringin in the
grapefruit juice samples to which the purified naringinase enzyme was added was determined
in the sample that was added with 1% enzyme and incubated at 45°C. On the other hand,
positive developments were found in the physicochemical properties of grapefruit juices in the
first three days, which are the most active growth periods of microorganisms, in grapefruit
juices to which probiotic bacteria were added. In the following process, a decline in
physicochemical properties was calculated. Although there was not much change in antioxidant
activities in the first three days, a decrease was detected in the 2" and 4™ weeks. The highest
decrease (61.5%) in the amount of naringin in grapefruit juice samples to which probiotic
bacteria were added was determined in L. plantarum ACC 28 stored at 37°C. In both
applications, the highest phenolic compound was quinic acid. Among the samples to which the
quinic acid purified enzyme was added, the highest was in the sample with 0.5% enzyme added
at 25°C (13914.48 ppb), and in probiotic bacteria, the 3" KO' was stored at 37°C was also
detected (35768.88 ppb).

Conclusion: This study is a comprehensive study in terms of the application of the enzyme
naringinase to grapefruit juice, and it is thought that this study will make an important
contribution to the literature since no previous study has been found in this context.

Keywords: Naringinase, Naringin, Probiotic fruit juice, Asperillus niger ATCC 1688,
grapefruit juice
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GIRIS

Narenciye ya da turunggiller olarak adlandirilan gidalar; turung, portakal, mandalina,
greyfurt ve limon gibi ekonomik agidan yiiksek degere sahip olan Citrus cinsi meyve agaci
tiirlerini de iginde bulunduran bitki toplulugudur (Anonim, 2020). Narenciyenin ilk olarak nasil
farkedildigi hangi iilkede yetistigi konusunda farkli hipotezler vardir. Genel olarak,
narenciyenin Giineydogu Asya'nin tropikal ve subtropikal bolgelerinde ilk olarak yetistigi ve
daha sonra diger kitalara yayildigina inanilmaktadir (Webber 1967; Calabrese 1992).
Narenciyenin nereden geldigi konusundaki belirsizlik bazi narenciye meyvelerinin
carprazlagma ile elde edilmis olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu durum tiirler aras1 melezleri
igeren genotiplere sahip oldugu diistiniilen; portakal, limon, greyfurt ve diger tiirlerin sabit (arzu
edilen) genotiplerinin tretilmesine yol agmistir (Wu et al. 2018). Turunggiller ve bilesimleri
antioksidan ajanlar, bobrek tas1 ve safra olusumu ve anti-genotoksik etkiler gibi tibbi amaglar

icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Patil, 2019).

Greyfurt, portakal ile tatli bir pomelo arasinda dogal ¢arprazlama ile meydana gelen
hibrit bir tiirdiir (Nicolosi et al. 2000; Anonim, 2020). Greyfurt diinyanin tropikal ve subtropikal
bolgeleri boyunca 0-1800 m arasinda degisen bir yiikseklikte ve 13-35 °C arasinda bir sicaklikta
yetisebilmektedir (Baradas, 1994). USDA (2016) verilerine gore, 2015-2016 doneminde
greyfurt liretiminin en yiikksek oldugu iilkeler Cin, ABD, Meksika, Giiney Afrika, Tirkiye,
Israil’dir. Greyfurt iiretimi, 2015-2016 yillarinda yaklasik 6,4 milyon ton olarak gercekleserek
diinya turunggil tiretiminde diger turunggiller i¢erisinde %7°lik pay almaktadir. Diinya greyfurt
tiretiminin 6nemli bir kismin1 Cin (%68) gergeklestirmektedir. Cin’den sonra ABD (%11) ve
Meksika (%7) gelmektedir. Tiirkiye, 250 bin ton greyfurt iiretimi ile 5. siradadir (USDA, 2017).
2019 TUIK verilerine gore iilkemizde greyfurt iiretimi 249.185 bin ton olmustur (Anonim,
2019).

Greyfurt meyvesinin kabuk kismi, terpenler, seskiterpenler hidrokarbonlar, alkoller,
aldehitler, esterler, oksitler ve diger ¢esitli bilesikleri kapsayan yedi ana grupta
smiflandirilabilen ¢ok sayida bilesikten olugsmaktadir. Terpenler, kabugun yaklasik %80'ini
olusturan limonen, mirsen Ve sitral en yaygin bilesiklerdir. Greyfurt suyu besleyici degere sahip
olup, bununla ilgili az sayida ¢alisma vardir. Greyfurt suyunun %36.5'e ulasan yiiksek ucucu
yag igerigine %13.5 nem, % 8.5 lif ve % 4.1 diger bilesiklere sahip oldugu, ayrica lipidler,

alkoller, yag asitleri, tokoferol, flavonoidler, polifenoller ve aglikon limonoidleri igerdigi
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bildirilmistir. Yapilan bir arastirma, manuel ve endiistriyel olarak elde edilen greyfurt suyunun
kimyasal bilesiminin benzer olmasina ragmen, bilesenlerinin miktarinda farkliliklar oldugunu
gostermistir. Arastirmacilar greyfurt suyunda daha yiiksek seviyelerde narirutin, naringin,
hesperidin, neohesperidin, didimin, poncerin, limonin, askorbik ve sitrik asit seviyelerini
bulurken, manuel olarak elde edilen meyve suyunda dihidroksibergamotin seviyesinin daha
yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Uckoo et al. 2012).

Turunggil meyvelerinde bazi acilik bilesenleri de bulunmakta ve bu bilesenler turunggil
meyvelerinin meyve suyuna islenmesine engel olmaktadir. Turunggillere aciligini veren esas
bilesikler, limonoid olarak bilinen “limonin” ve flavonon neohesperidosit olan “naringin” den
olugmaktadir. Turunggillerden 6zellikle greyfurtta bulunan naringinden dolayr meyve suyu
ekstraksiyonuna fazla basing uygulanamamakta ve belli bir randiman diizeyinde tutulmaktadir.
Bundan dolay1 greyfurttan alinan randiman mevsimine gore %35-40 dolaylarinda olmaktadir
(Cemeroglu, 2011). Ac1 algisina dogustan gelen asir1 duyarlilik nedeniyle, bireylerin yaptiklar
gida segimlerinde aci tat onemli bir rol oynamaktadir. Bu durum, tat algisindaki bireysel
farkliliklara dikkat ¢cekmektedir (Hayes et al. 2015). Bu nedenledir ki meyve sularindaki acilik,
bu iiriinlerin lezzetini ve pazarlanabilirligini olumsuz yonde etkilemektedir. Aci tat, gidanin
secimini belirlemede 6nemli bir faktdrdiir (Drewnowski and Gomez-Carneros, 2000). Ozellikle
greyfurttan elde edilen meyve sularmin aciligi, meyve suyu endiistrisi i¢in istenmeyen bir
durumdur (Ribeiro, 2011). Suda ¢6ziinen naringin miktarmin 20 pg/mL’nin {izerinde olmasi
durumunda ac1 tat belirlenebilir. Fakat greyfurt sularinda acilik naringin konsantrasyonu 300-
400 pg/mL’den daha yiiksek konsantrasyonlarda belirlenebilmektedir (Soares and Hotchkiss,
1988). Greyfurt suyunda naringin konsantrasyonu diisiik olmasina ragmen, tiiketicilere belirgin

bir aci tat vermektedir (Ribeiro, 2011).

Meyve suyu prosesinde aciligi gidermek icin fizikokimyasal ve biyoteknolojik
yontemler kullanilmaktadir (Puri and Banerjee, 2000; Cemeroglu, 2011). Meyve suyu
endiistrisinde adsorbent olarak; adsorpsiyon veya iyon degistirme 6zelligi olan bircok farkli
materyal kullanilmaktadir. Bunlarin baghcalar;; komiir ve komiir tiirevleri, PVPP
(Polivinilpolipirolidon), poliamidler ve ¢esitli reginelerdir. iyon degistirici regineler, kolay bir
sekilde rejenere olabilmektedir, ancak meyve sularinin mineral kompozisyonunu
degistirdiklerinden dolay1 bu alanda kullanilmalar1 yasaklanmistir. Reginelerin kullaniminda
meyve suyu bilesiminde az da olsa bir degisim s6z konusu olabilmektedir. Klasik proseslerin
cogunda fizikokimyasal yontemler kullanilmaktadir. Fakat bu yontemler bircok dezavantaja

sahiptir. Bunlar;



e Kullanilan materyalden meyve suyuna bir bulasik olma durumu séz konusu
olabilmektedir,

e Yontemler kesikli sistem oldugundan dolayr zaman kaybi olmakta ve beraberinde
verim diisebilmektedir,

e Fiziksel ve kimyasal adsorbsiyon sirasinda meyve suyunun kimyasal yapisi
degisebilmekte, tat, renk ve besin kaybi sdz konusu olabilmektedir (Puri and
Banerjee, 2000; Puri et al. 2010Db).

Bu yiizden alternatif yontem olarak enzim kullanimi iizerine arastirmalar yapilmigtir (de
Aratijo et al. 2013; Ko et al. 2013; Xu et al. 2013; Imamoglu ve Gokge, 2017). Gida

endiistrisinde enzimin diger katalizorlere tercih edilmesinin sebebleri;

e Istenen reaksiyon, enzimlerle daha iyi sonug verebilmektedir,

e Reaksiyon hizi; sicaklik, pH, siire gibi parametrelerle kolaylikla kontrol edilebilir,

¢ Enzim faaliyeti sicaklik derecesi ile inaktive edilebilir,

e Enzimler dogal kaynaklardan elde edildikleri ve toksik olmadiklar1 i¢in gidalarda
rahatlikla kullanilabilir,

e Diger katalizorlerle karsilastirildiginda, enzimler spesifik 6zellikte olduklarindan

aktivitelerinin standardizasyonu kolaydir (Gtirses, 1977; Ugan ve Akyildiz, 2012;
Gao et al. 2014).

Enzimler, canli organizmalarda tiim reaksiyonlarin fazla enerji gerektirmeden uygun
kosullar altinda hizli bir sekilde ger¢ceklesmesini saglayan ve bu reaksiyonlari koordine eden
protein yapili spesifik biyokatalizorlerdir. Canli hiicrelerde miktar olarak az bulunmalarina
ragmen enzimler, bircok onemli reaksiyonda gorev alirlar. Enzimlerin az bir kismi hiicre
stoplazmasinda serbest halde bulunurken, bir¢ogu hiicre ici membranlarina veya hiicre duvarina
bagl olarak bulunurlar (Cemeroglu, 2011; imamoglu ve Gokge, 2017). Endiistriyel enzimoloji
modern biyoteknolojinin énemli bir alant olup, gida, kimya ve ilag endiistrilerinin yogun bir
sekilde kullanimi i¢in ¢aligmalar s6z konusudur. Mevcut arastirmalar, mikroorganizmalarin
farkli verimlerde enzim iireten yiiksek performansh suslarimi bulmayr amacglamaktadir
(Borzova et al. 2018). Gida isleme sirasinda meydana gelen olumsuzluklar: bertaraf etmek igin
tiretim esnasinda yardimct maddeler olarak da kullanilan birgok enzim vardir. Gida sanayinin
birgok dalinda oldugu gibi meyve suyu sanayinde de enzim kullanimi giderek artmaktadir. Son
zamanlarda turunggil sularinda aciligin giderilmesi i¢in enzim kullanimi yaygilagmistir
(Cemeroglu, 2011). Bu amagcla, meyve suyu endiistrisinde naringinin, naringinaz enzimi ile

pargalanmasi yoluna gidilmektedir (Puri and Banerjee, 2000; Puri et al. 2010b).



Naringinaz enzimi (EC 3.2.1.40) kullanilarak naringin, enzimatik hidroliz yoluyla
islenmis tirtinlerden uzaklastirilmakta veya indirgenmektedir. Bu endiistriyel uygulamalar i¢in
son derece umut verici bir tekniktir (Habelt and Pittner, 1983; Puri and Banerjee, 2000; Chien
et al. 2001; Ribeiro, 2011;Puri, 2012). Naringinaz, naringin, kuersetin, hesperidin gibi bir¢ok
glikozidi hidrolize edebilmektedir (Gattuso et al. 2007;Vila-Real et al. 2010).

Naringinaz, a-lI-ramnosidaz (EC 3.2.1.40) ve B-D-glikozidaz (EC 3.2.1.21) enzimlerinin
birlikte aktivite gosterdigi bir enzim kompleksi olup yapisindaki enzimlerin ayri ayri veya
birlikte aktivite gostermesiyle tip ve gida alaninda kullanilmaktadir (Barker et al. 1965; Habelt
and Pittner, 1983; Elujoba and Hardman, 1987; Cheetham and Quail, 1991; Caldini et al. 1994;
Puri and Banerjee, 2000; Yu et al. 2002; Manzanares et al. 2003;Erlund, 2004; Gonzalez-Barrio
et al. 2004; Busto et al. 2007; Chang et al. 2011; Puri, 2012). Naringin, naringinazin o-I-
rhamnosidaz aktivitesi ile ramnoza ve prunin hidrolize edilebilmektedir. Daha sonra (-D-
glikozidaz, prunini hidrolize ederek glikoza ve naringenine katalize etmektedir (Puri and
Banerjee, 2000; Chang et al. 2011; Puri, 2012). Yani naringinaz enzimi ilavesiyle bir flavonoid
olan naringin, iki asamali bir reaksiyon ile Oncelikle a-L-ramnosidaz tarafindan prunin’e
parcalanan bir seker kompleksi naringin (4,5,7-trihidroksiflavonon 7-ramnoglikozit) tizerinde
etkili olurken, B-D-glikozidaz, tatsiz bir bilesik olan naringenin (4,5,7-trihidroksi-flavonon)

tiretmek i¢in prunin tizerinde etki etmektedir (Borzova et al. 2018; Patil et al.2019).

Naringinaz uygulamasi, {Urliniin saglik tiizerine olumlu o&zelliklerini korurken
organoleptik 6zelliklerini arttirdig i¢in umut verici bir yontemdir (Puri, 2012). Naringinazin
hidrolize iriinlerinin saglik {izerine faydali etkilerinden dolayi, bu enzimden farmasoétik,
kozmetik ve gida uygulamalarinda da yayarlanilabilmektedir (Busto et al. 2007). Naringinin
son pargalanma Uriinii olan naringenin, naringinin aciliginin yalnizca iigte birine sahip olup,
gida ve ilag endiistrisinde, antioksidan, antitrombotik ve vazodilator aktiviteleri gibi potansiyel
antikanser ve diger antiaterojenik etkiler gostermektedir (Puri and Banerjee, 2000; Borzova et
al. 2018). Naringin hidrolizinde ara bilesik olan prunin'in diyabet hastaliginda tatlandirici bir
madde olarak potansiyel bir kullanimi oldugu ve antiviral, antiinflamatuar aktivite,
hipoglisemik etki ve hipokolesterolemik etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Choi, et al. 1991,
Jeon et al. 2004). Aym1 zamanda naringinazi olusturan enzimlerden a-L-ramnosidaz,
steroidlerin biyotransformasyonunda, ramnoz ve antibiyotiklerin hazirlanmasinda ve prunin ve

ginsenosidlerin tiretiminde kullanilabilmektedir (Borzova et al.2018).

Naringinaz ayrica, hesperidin'in hidrolize edilmesi (Manzanares et al. 1997), sarap ve
cayin aromatik yogunlugunun arttirilmast (Caldini et al. 1994), flavonoidlerin modifiye
edilmesinde de (Rye and Withers 2000; Kren and Martinkova, 2001) kullanilmaktadir.



Mikroorganizmalar naringinaz enziminin ana kaynagidir. Bununla beraber
naringinazin, kereviz tohumu (Hall, 1938) ve greyfurt yapraklar: (Thomas et al. 1958) gibi bitki
kaynaklarindan izole edilebildigi belirtilmistir. Fakat mikrobiyal kaynakli naringinazin
aktivitesinin daha yiiksek ve endiistriyel olarak uygulanabilir oldugu bildirilmistir. Naringinaz
tiretiminde, asil olarak bir¢ok filamentoz kif (Aspergillus, Circinella, Eurotium, Fusarium,
Penicillium, Rhizopus ve Trichoderma) kullanilmasi ile ilgili ¢alismalar olmasinin yani sira
¢ogu mikroorganizma tarafindan tretimi arastirillmistir (Puri, 2012). Bunlar arasinda
Lasiodiplodia theobromae, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus usamii,
Aspergillus flavus, Cochiobolus miyabeanus, Coniothyrium diplodiella, Penicillium
decumbens, Rhizoctonia solani ve Rhizopus nigricans gibi bir¢ok kiifiin naringinaz iiretiminde
kullanildigir bilinmektedir (Ribeiro, 2011; Puri, 2012). Bunun yanisira bakteriler i{izerine
yapilmis sinirli ¢alismalar mevcut olup Bacillus sp. (Hashimoto et al. 2003), Burkholderia
cenocepacia (Cardona et al. 2006), Clostridium stercorarium (Zverlov et al. 2000),
Lactobacillus acidophilus (Beekwilder et al. 2009), S. paucimobilis (Hashimoto and Murata
1998), Thermomicrobium roseum (Jang and Kim 1996) ve Bacillus amyloliquefaciens 11568
(Zhu et al. 2017) galisilan bakteriler arasindadir. Sacchromyces cerevisiae, Hanshula anomala
ve Debaryomyces polimorfu gibi bazi mayalar iizerine caligmalar, diisiik diizeyde a-L-
ramnosidaz aktivitesi oldugunu gostermistir (McMahon et al.1999). Maya suslari {izerinde
yapilan diger aragtirmalarda da, diisilk ramnosidaz aktivitesi tespit edildigi bildirilmistir
(Rodriguez et al. 2004). Bunun yanisira Pichia angusta X 349, a-L-ramnosidazin dikkate deger
bir aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Yanai and Sato 2000). Naringinaz iiretimi i¢in kullanilan
mikroorganizmalar daha detayli bir sekilde kuramsal temeller boliimiinde tablo halinde

verilmistir.

Yukarida belirtilen mikroorganizmalar arasinda naringinaz tretimi igin Aspergillus
niger fermantasyonu, endiistriyel olarak daha fazla iretim potansiyeli gostermektedir. Bu
mikroorganizma, gida sanayinde kullanilan enzimler (amilaz, pektinaz, proteinaz), gida katki
maddeleri (sitrik asit) ve geleneksel fermente gidalar agisindan FDA'nin onayli mikrobiyal
kategorisinde listelenmistir. Ayrica, bu mikroorganizmanin iiretilmesi isleminin endiistriyel
uygulama i¢in Olgeklendirilmesi kolay olup, gelistirilme parametreleri optimize edilerek

naringinaz verimini arttirmak miimkiindiir (Puri et al. 2005).

Greyfurt meyvesinden meyve suyu iiretilmesi, meyvedeki acilik bilesenlerinden
naringinin varligr sebebiyle oldukc¢a smirlidir. Yapilan literatiir taramasinda turunggil
sularindaki acilifin giderilmesinde naringinaz enzimi uygulamasi ile ilgili smrli sayida

aragtirma yapildigi, Aspergillus niger’in yiiksek naringinaz enzim verimini sagladigr;



probiyotik Lactobacillus tiirlerinin meyve suyuna katilarak naringinaz aktivitesi konusunda
yalnizca bir ¢alisma (Tran et al. 2020) yapildigi belirlenmistir. Bu sebeplerle planlanan bu
aragtirmada greyfurt suyu iiretiminde onemli bir problem olan aciligin giderilmesinde
uygulanmak amaciyla, Aspergillus niger ATCC 1688’den naringinaz enzimi iretim ve
saflagtirilmast hedeflenmistir. Bu amagla iiretilen naringinaz enzimi greyfurt suyuna farkli
konsantrasyonlarda (%1.0, 0.5 ve 0.1) ilave edilerek, farkli sicakliklarda (25, 35, 45 °C) ve
farkli inkiibasyon siireleri (1ve 5 saat) sonunda meyve suyunun naringin miktari, fiziksel ve
fizikokimyasal 6zelliklerinde meydana gelen degisimler aragtirilmistir. Ayni zamanda materyal
ve metot kisminda belirtilen probiyotik Lactobacillus tiirlerinin, tekli, ikili ve {gli
kombinasyonlarinin eklendigi greyfurt suyunda, belirlenen depolama siiresi (4 hafta) igerisinde
belli araliklarla greyfurt suyundaki naringin miktari, bazi fiziksel ve fizikokimyasal degisimler

analiz edilmistir.

Ulkemizde mikroorganizmalardan naringinaz enzimi iiretimi ile ilgili herhangi bir
arastirma yapilmadigi i¢in bu ¢alismayla mikroorganizmadan naringinaz enzimi tretilmesi,
Aspergillus niger’den farkli mikroorganizmalardan naringinaz aktivitesi tespit edilerek, daha
fazla kaynak olusturulmasi, iilkemizin turunggil suyu endiistrisine katkida bulunulmasi, bu
enzimin iilkemizde iiretilerek disa bagimliligin giderilmesi, bu konuda harcanacak dévizin
tilkemizde kalmasi ve bdylece lilkemiz ekonomisine katki saglanmasi amaglanmaktadir. Ayni
zamanda hem probiyotik meyve suyu tiretimi hem de acilik bileseni olan naringin miktarinin

azaltilmasi ile ilgili literatiire katki saglamas1 hedeflenmektedir.

Daha 6nce bu ¢alismada kullanilan Lactobacillus tiirleri ve tiglii kombinasyonlarinin ve
ayrica Aspergillus niger ATCC 1688 susundan eclde edilen naringinaz enziminin greyfurt
suyuna katilarak naringin miktarindaki azalma {izerine etkisinin incelenmesi ve besin
degerlerinin aragtirilmasi konusunda genis kapsamli bir ¢aligma yapilmadig igin, planlanan

arastirmanin bu konuda ilk ¢alisma olmasi sebebiyle bilime katki saglamasi hedeflenmektedir.



KURAMSAL TEMELLER

Enzimlerin Genel Ozellikleri ve Kimyasal Yapilari

Enzimler; tiim reaksiyonlarin fazla enerji gerektirmeden uygun kosullar altinda hizli bir
sekilde gerceklesmesini saglayan ve bu reaksiyonlar1 koordine eden protein yapili spesifik
biyokatalizorlerdir. Bitki, hayvan ve mikroorganizmalarin canli hiicreleri tarafindan
sentezlenen enzimlerin az bir kismi hiicre stoplazmasinda serbest halde bulunurken, bircogu
hiicre i¢i membranlarina veya hiicre duvarma bagli olarak bulunurlar. Bu yilizden enzimler
hiicre ici ve hiicre dis1 aktivite gdsteren enzim olarak ikiye ayrilmaktadir. Aktivitelerini hiicre
igcinde gergeklestiren enzimler, intraseliiler (hiicre igi) enzim olarak adlandirilmaktadir. Hiicre
icinde sentezlendikten sonra hiicre disina salinip, burada aktivite gosteren veya serbest halde
bulunan enzimlere ise ekstraseliiler (hiicre disi) enzim denir. Enzimler, canli hiicrelerde az
miktarlarda bulunmalarina ragmen, bircok dnemli reaksiyonda gorev almaktadirlar. Canli
organizmadaki biyodoniisiimler, sentez ve katabolizma ile ilgili tiim reaksiyonlar, enzimlerin

katalitik aktivitesi ile meydana gelmektedir (Saldamli, 1998).

Enzimler, bir¢ok bag ve interaksiyonlarla bir arada tutulan aminoasit zinciri veya
zincirlerinden olugan protein yapili yiiksek molekiillii bilesiklerdir. Enzimlerin yapisinda
yiizlerce aminoasit bulunmasma ragmen, aktivitelerini yapisinda bulunan sadece 10-12
aminoasidin olusturdugu “aktif bolge” denilen kisma borgludurlar. Aktif bdlge substratin
enzime baglandig1 bolgedir ve aktivite goriilmesi i¢in bu bdlgeyi olusturan amino asitlerin
uygun zincir yapisinda dizilmeleri gerekmektedir. Bu durum enzimin aktif bolgesi disinda
kalan biiytik kismin kendine has egilip biikiilmesi ve kivrilmalar1 sonucu 6zel bir konformasyon
almasiyla miimkiin olmaktadir. Her enzimin normal sicaklik ve pH degerlerinde sahip oldugu
konformasyona “dogal form” denir. Enzimler sadece bir polipeptit zinciri ve bir tane aktif
bolgeye sahip olan monomerler halinde bulunabilecekleri gibi birden fazla monomerin 6zel
baglarla bir araya gelmesiyle olusan ve birden fazla aktif bolgeye sahip oligomerler halinde de
bulunabilmektedirler. Bu oligomerler, benzer yapidaki monomerler veya farkli yapidaki
monomerlerden olusabilmektedirler. Bazi enzimlerin kimyasal reaksiyonlart katalize
edebilmeleri i¢in yalnizca aktif bolgeleri yeterliyken birgok enzim koenzim, prostetik grup ve
inorganik gibi “kofaktor” olarak adlandirilan bilesiklere ihtiya¢ duymaktadir. Koenzim, enzim
yapisina ¢ok siki bagli degildir ve kolayca ayrilabilmektedir. Bunun aksine prostetik grup,

enzime oldukga giiclii kovalent baglarla baglanmaktadir. Iinorganik iyonlar ise enzim yapisina



bagli olarak islev gorebildikleri gibi ortamda serbest halde de islevlerini yerine

getirebilmektedirler (Cemeroglu, 2011).

Enzimlerin katalize ettigi reaksiyonlarda, reaksiyonun basinda etki ettikleri ana madde
ve madde gruplarina substrat denir. Enzimatik bir reaksiyonun ger¢eklesmesini tanimlayan

baslica iki model vardir. Bu modeller;

a. 1894 yilinda Emil Fischer tarafindan belirlenen, enzim ve substrat arasinda anahtar-
kilit diizeninde bir ¢alisma tanimlayan geleneksel model (lock and key model).

b. 1958 Daniel Koshland tarafindan ileri siiriilmiis olan, enzim ve substratin
birlesmesinin ardindan geri doniisiimlii bir degisim gecirdigi model (induced fit

model)

- —J _;
—_— G - <"'D

Dimtored
+ Active \ bonp(.) ]

) f< - D — (

() Induced-Tit modal
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K - ¢

(&) Lock-and-kay modal

Sekil 1. Enzimatik reaksiyonun gergeklesmesini saglayan lock and key modeli (a) ve induced
fit modeli (b)

Enzimler substrata ve reaksiyona 6zgii olup, spesifikligini yapilarinda bulunan aktif
bolge belirlemektedir. Tiim katalizorlerde oldugu gibi enzimler de tepkimenin daha hizli bir
sekilde ger¢eklesmesini saglamak icin, reaksiyonun gerceklesmesinde gerekli olan aktivasyon
enerjisini diislirmektedir. Bu katalitik giigleri ve spesifik olmalari, enzimlerin en 6nemli iki

ozelligidir (Whitehurst and Oort, 2010).

Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

Enzimlerin varliginin tespit edildigi ilk zamanlarda rastgele bir adlandirma yapilmistir.
[k adlandirilan enzim hidrojen peroksitin su ve oksijene par¢alanmasini saglayan Katalazdr.
Katalaz ismi, katalizor kelimesinin kok kismina “az” eki getirilerek konulmustur. Ikinci
isimlendirilen enzim diyastaz olup, bu enzim, ayirma anlamina gelen ve Yunanca bir kelime
olan “dyastasis”den tiiremistir. Ugiincii olarak adlandirilan enzim ise peroksidazdir. Bu

adlandirmada enzimin etki ettigi substrat olan peroksit dikkate alinmistir. Daha sonra birgok



enzim kesfedilmis olup bu enzimlerin sistematik olarak adlandirilmalar1 ve siniflandirilmalar
ihtiyac1 dogmustur. Bu sebeple, Uluslararast Biyokimya Birligi (International Union of
Biochemistry) Enzim Komisyonu (EC)’nun belirledigi prensiplere gore enzimler, genellikle
etki ettikleri substrata veya reaksiyonun tiiriine gére adlandiriimaktadir. Ornegin; proteaz,
izomeraz, laktaz, amilaz gibi enzim aktivitesini belirten kelimenin kokiine veya sonuna “az”
eki eklenerek adlandirilma yapilmigtir (Saldamli, 1998). Fakat bunun yanisira pepsin, rennin ve
tripsin gibi enzimler de bu kurala istisna teskil etmektedirler (Whitehurst and Oort, 2010).
Uluslararas1  adlandirilip- numaralandirilma  sistematigi  zamanla degismekte ve
yenilenmektedir (Cemeroglu, 2011). Enzimler katalizledikleri kimyasal reaksiyonun tiiriine

bagli olarak alt1 grupta siniflandirilmaktadirlar. Bunlar,

Oksidorediiktazlar: Bu enzim gruplar1 oksidasyon-rediiksiyon tepkimelerini saglayan
enzimlerdir. Bu grupta yer alan “dehidrogenazlar” olarak adlandirilan alt gruplar, hidrojen
transferiyle substratin dehidrasyonunu saglamaktadirlar. Diger bir grup olan “oksidazlar” ise,
substratin oksidasyonunu saglayarak reaksiyon olusturmaktadir. Gidalarda 6nemli tepkimeleri
saglayan oksidorediiktaz grubundaki enzimler; peroksidaz, katalaz, lipoksigenaz ve polifenol
oksidazdir (Cemeroglu, 2011). Organizma da karbonhidrat, protein ve yaglar enzimlerin
etkisiyle kolaylikca pargalanabilmektedirler. Asagida verilen hidrojen akseptorii olan
nikotinamid adenin diniikleotit (NAD) ve etanoliin girdigi tepkime reaksiyonu, etanol
dehidrogenaz tarafindan katalize edilmektedir (Saldamli, 1998).

C2HsOH (Etanol) + NAD+ < CH3CHO + NADH + H*

Transferazlar: Radikallerin veya fonksiyonel gruplarin transfer tepkimelerini
katalizleyen enzimlerdir. Baska bir ifadeyle; metil, amino ve fosfat gibi fonksiyonel olan birgok
grubun bir molekiilden diger molekiile transferini saglayan enzimlerdir. Buna 6rnek olarak
fosforil transferaz, transaminaz, deaminaz ve fosfomutaz gosterilebilmektedir (Cufadar vd.,
2007). Asagida ornek olarak verilen reaksiyonda glikokinaz enzimi, glikoz molekiiliine

ATP’den bir fosfat grubu transfer edilme reaksiyonunu katalize etmektedir (Bilisli, 2012).
ATP +D-glikoz = D-glikoz-6-P +ADP

Hidrolazlar: Etki ettigi substratin yapisina gore (protein ve yag vb.) ester, eter, peptid
vb baglarla hidrolitik pargalanmay1 saglamaktadir. Bu enzim grubunda C-N, C-O ve C-C
baglar1 katalize edilmektedir. Bu grup enzimler esterazlar, karbonhidrazlar, amidazlar ve
proteinazlar olarak degisik alt gruplara ayrilmaktadir. Meyve ve sebze isleme teknolojisinde
onemli olan bir¢ok enzim bu grupta yer almaktadir (Cemeroglu, 2011). Asagidaki belirtilen

birinci reaksiyonda {ireaz, iirenin hidrolitik parcalanmasim katalize etmektedir. ikinci



reaksiyonda ise laktaz, laktozun pargalanmasini katalize ederek galaktoz ve glikoz olusumunu

saglamaktadir (Bilisli, 2012).

1. H2N-CO-NH; (Ure) + H20 — 2 NH3 + CO;
2. Laktoz + H,O — B-D-galaktoz+ a-D-glikoz

Liyazlar: Substrattan bazi gruplari mekanik olmayan mekanizmalarla katalize
etmektedir (Cemeroglu, 2011). Yani bu enzimler C-O, C-C, C-N gibi baglarin hidroliz veya
oksidasyonundan farkli olarak pargalanmasi ve bu atomlar arasinda ¢ift bag olusmasini
saglamaktadirlar. Ornegin alisilagelmis adlariyla aldozlar, substrattan bir aldehit, dehidratazlar
bir su molekiilii ve dekarboksilazlar ise bir CO2’in ayrilmasini katalizlemektedir (Saldamli,
1998). Asagida verilen reaksiyonda lizin dekarboksilaz enzimi lizin amino asitini kadeverin ve

karbondioksite par¢alanmasini saglamaktadir (Bilisli, 2012).
CeH14N202 (Lizin) — CsH14N2 (Kadeverin)+CO>

Izomerazlar: Bu enzimler substratlarin izomerizasyonunu (molekiilde geometrik veya
yapisal yeni bir diizenleme) saglamaktadir (Cemeroglu, 2011). Bu gruptaki enzimler
gerceklestirdikleri izomerasyona goére adlandirilirlar. Bu gruptaki enzimlere, raseminaz,
epimeraz, cis-trans izomeraz, sikloizomerazlar ve mutazlar 6rnek olarak verilebilmektedir.

Asagida verilen reaksiyonda doniislimii katalizleyen enzim laktat rasemazdir (Saldamli, 1998).
L-laktat— D-laktat

Ligazlar: ATP veya diger fosfat gruplarin pirofosfat baglarinin pargalandiktan sonra iki
molekiil arasinda yeni baglarin olusup daha biiyiik bir molekiil meydana gelmesi igin
metabolitlerin baglanmasini katalize etmektedir (Saldamli, 1998). Asagida verilen reaksiyonda

purivatkarboksilaz, piriivik asitten okzaloasetikasit meyadana gelmesini katalizlemektedir

(Metin, 2012).

C3H4Os (Piriivik asit) + CO2 — C4H4Os (okzaloasetik asit)

Enzim Kinetigi
Enzim kinetigi, ilk defa 1913 yilinda Michaelis ve Menten tarafindan acgiga

kavusturulmustur. Buna gére enzimatik reaksiyonun ger¢eklesmesi i¢in bir ES (enzim-substrat)

asagidaki gibi meydana gelmektedir.

E +S5S == ES —“+E+P

i

E1: Ortamdaki serbest enzim S: Substrat

ES: Enzim substrat kompleksi P: Uriin
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E: Ortamdaki Toplam enzim k1, k2, k3: Hiz sabitleri

Yukarida belirtilen reaksiyonda P + E olusumu tersinir bir olaydir. Fakat P + E’den ES

olusumu ¢ok diisiik bir diizeyde oldugu i¢in ihmal edilmistir (Cemeroglu, 2011).

Michaels-Menten hiz esitligi

Enzimin katalize ettigi reaksiyonlarin hizimi belirleyen faktorler enzim kinetigi ile
incelenmektedir. Reaksiyon hizi (V), enzimin katalizorliiglinde birim zamanda azalan substrat
miktar1 veya tretilen triiniin miktarinin olgiilmesi ile belirlenmektedir. Enzimin molekiiler
aktivitesi ise uygun reaksiyon sartlarinda, bir molekiil enzimin katalizorliigiinde dakikada tiriine
doniisebilen substrat miktarini ifade etmektedir. Bir mg protein basina diisen enzim birim sayis1
spesifik enzim aktivitesini gostermektedir. Optimum sartlarda, bir pmol substratin bir dakikada

tirline doniisiimiinii katalizleyen enzim miktar1 enzim birimi (unit) (EU) degerini vermektedir.

Hiperbolik bir egri denklemi olan Michaels-Menten hiz esitligi asagidaki gibi formiile
edilmistir.

_ Vm (S)
" Km + (S)

Michaelis-Menten hiz esitligi denklemi kurulurken;

» Enzim konsantrasyonun [E] Substrat konsantrasyonu [S]’dan ¢ok daha azdir.
Boylece belli bir zaman diliminde enzime bagli substrat miktar1 ihmal
edilebilmektedir.

» Denge durumundayken reaksiyondaki ES kompleksinin meydana gelmesi ve

pargalanma siirecinde sahip olduklar1 hizlarin biribirine esit oldugu varsayimlari

g6z onilinde bulundurulmustur.
ES olusum hiz1 = k1[E][S]
ES pargalanma hiz1 = (k2+k3)[ES] seklinde ifade edilecek olursa;

Denge durumundaki reaksiyonda; ES olusma hizi, ES pargalanma hizina esit
olmaktadir. Yukarida belirtilen denklem yerine koyuldugu zaman; Km (Michaels-Menten

sabiti) degeri belirlenebilmektedir.

k1 [E][S] = [k1+k3][ES]

[E][S]
[ES] = (k1 + k2)/k3
_ k2+Kk3
Km=—4
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Belirlenen Km degeri, bir enzime ve bu enzimin etki ettigi substratina spesifik
olmaktadir. Bu deger enzimin substratina afinitesini (ilgisini) gostermekte olup, enzim-substrat
iligkisinde bir 6l¢ii olarak kullanilmaktadir. Enzimin Km’sinin diisiik olmasi demek, bu enzimin
substratina yiiksek afinite gosterdigi anlamina gelmektedir. Aksi durumda ise, Km degerinin
biiyiikk olmasi, enzimin substratina afinitesinin diisiik oldugunu gostermektedir. Enzimlerin
birgogu i¢in Km 103-10° mol/L degerleri arasinda degiskenlik gostermektedir (Saldamls,
1998).

Lineweaver-Burk ve Eadie-Hofstee hiz esitligi

Michaels-Menten hiz esitligi  hiperbolik bir egri denklemidir. Enzimatik
reaksiyonlardaki Km ve Vmax degerlerinin kesin ve dogru bir sekilde belirlenebilmesi igin bir
dogru denklemi tizerine kurulmasi gerekmektedir. Bunun igin yukarida belirtilen Michaels-
Menten hiperbolik hiz denkleminin bir dogru denklemine doniismesi saglanabilmektedir.
Lineweaver-Burk hiz esitligini elde etmek i¢in Michaels-Menten hiz esitligi ters ¢evrilip daha

sonra faktorlerine ayrilir.

Lineweaver-Burk hiz esitligini elde etmek Michaels-Menten hiz esitligi ters
cevrildiginde;

1 Km+[S]
V. Vm[S]

1 Km [S]
V- Vm[S] " Vm[S]
1 Km 1

V= Vms]  vm

Seklinde yazilabilen esitlik bir dogru denklemidir (y=ax+b gibi) 1/V‘ler 1/S ‘e kars1
grafik olusturuldugunda Sekil 2’de belirtildigi gibi Vm ve Km degerlerini belirlemek miimkiin

olacaktir. Dogrunun x ekseni kestigi nokta 1/Vm y eksenini kestigi nokta ise -1/Km ‘yi verir.
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Egim - Km
"~ Vmax
1

. L
Vmax

¥ 1 1

Km o

Sekil 2. Linewearver-Burk hiz grafigi

Aktivasyon enerjisi (Ea), kimyasal bir tepkimenin meydana gelebilmesi i¢in asilmasi
gereken enerji degeridir. ilk kez 1889 yilinda ortaya atilan bu terim, Svante Arrhenius
tarafindan kullanilmistir. Enzim aktivitesi denilince enzimin etki ettigi reaksiyonu ne kadar
hizlandirdig1 anlagilmaktadir. Kimyasal tepkimelerin hepsi kendine 6zgii bir aktivasyon
enerjisine sahiptir. Enzimler reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisiirerek reaksiyonun hizini

artirirlar, yoniinii degistirmezler.

Sekil 3’de bir enzimatik reaksiyonuna ait serbest enerji diyagrami gosterilmistir. Enzim
varliginda gergeklesen reaksiyona ait aktivasyon enerjisinin, enzim yoklugunda gergeklestirilen
reaksiyonun sahip oldugu aktivasyon enerjisinden daha diisiik oldugu sekilde goriilmektedir
(Saldamli, 1998).

Serbest Eneriji

Reaksiyon Yénii

Sekil 3. Ortamda bulunan enzim ile gerceklesen reaksiyonun serbest enerji diyagrami
E.: Aktivasyon enerjisi,

Eai: Reaksiyonun enzim yoklugundaki aktivasyon enerjisi,

Ea2: Reaksiyonun enzim varligindaki aktivasyon enerjisini

AG: Ortamdaki serbest enerji
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Enzim Aktivitesine Etki Eden Faktorler

Enzim aktivitesi birgok faktorden etkilenmektedir. Bu faktorler; enzim ve substrat
konsantrasyonu, sicaklik, pH, su aktivitesi, reaksiyon siiresi, koenzim ve kofaktor
konsantrasyonlari, inhibitorler ve aktivatdrler, basing gibi fiziksel etkenler ve bunlarin yani sira
bazi hormonlar seklinde siralanabilmektedir (Whitehurst and Oort, 2010). Reaksiyon hizi bu
faktorlerin hepsinden farkli derecelerde etkilenmektedir. Fakat bu faktorlerin kendi aralarindaki
etkilesimi de reaksiyon hizina etki edebilmektedir. Ornegin en iyi pH derecesindeki enzim fakli
sicaklikta ayn1 etkiyi gostermeyebilir. Bu sebeple enzimatik reaksiyonlarda ortam kosullarini
biitiin halde g6z 6niinde bulundurmak gerekmektedir. Enzim aktivitesini etkileren bazi faktorler

asagida belirtilmektedir (Saldamli, 1998).

Substrat konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonu ile birlikte diger tim faktorler standart diizeyde tutuldugunda
substrat miktarinin artmasiyla enzim hiz1 belli bir diizeye kadar artmakta ve maksimum diizeye
ulastiktan sonra sabit olarak hiz devam etmektedir. Yani baslangicta bu iliski dogrusal bir yol
almakta ve sonrasinda hiperbolik bir egri olusturmaktadir (Sekil 4). Substrat
konsantrasyonundaki diisiis veya artis enzim hizinda azalma veya artmaya sebep

olabilmektedir.

— ///

1/2Vmax

Vo

K]'ﬂ [S[
Sekil 4. Enzim hizina substrat konsantrasyonunun etkisi
Enzim konsantrasyonu

Diger parametreler sabit tutuldugunda, enzim konsantrasyonunun enzim hizina etkisi,
dogrusal bir iliski gostermektedir (Sekil 5). Bu iliskiden yararlanilarak ortamdaki enzim
konsantrasyonunu nicel olarak belirleyebilmek miimkiin olmaktadir. Ancak bunun icin ortam

kosullarinin standardize edilmesi ve daha 6nce konsantrasyonu belirlenen ayni enzimle kalible
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edilmesi gerekmektedir. Buna ragmen ortamdaki enzim konsantrasyonunu belirlemede bazi

sapmalar olabilmektedir. Bu sapmalarin oldugu bes durum sunlardir;

1. Smurhi ¢oziiniirliige sahip olan substratlarin varligi (O2 gibi),

2. Karakteristik nitelige sahip bir substrat olmamasi,

3. Birbirine bagli olan bir reaksiyon zincirinin varlig1 (6rnegin, birinci enzimatik
reaksiyondaki iriiniin ikinci enzimatik reaksiyonda substrat olmasi gibi bir
durumda reaksiyon hizinin belirlenmesinde birinci enzimatik reaksiyondan ziyade
ikinci enzimatik reaksiyon {izerinden yapilir),

4. Suda Hg', Ag*, Pb*3 gibi bir enzim inhibitdriiniin var olmasi veya farkli substrat
veya tampon maddelerinin bulunmasi,

5. Enzim ¢ozeltisinde ¢oziinebilir elzem kofaktor varligr seklinde siralanabilmektedir.

Bunlarin yani sira enzim konsantrasyonunun sabit tutulup, substrat konsantrasyonunun
belirli bir miktarda artirilmast durumunda maksimum hiz noktasi olan Vmax degeri elde
edilmektedir. Ortamda bulunan fazla oranda substrat varligi enzimin inhibisyonuna neden
olmaktadir. Reaksiyondaki enzim ve substrat miktarlarinin belli bir oranlarda artirilmasi

durumunda ise reaksiyon hizi devaml bir artis gosterecektir.

100

85 Aktivite
wn
o

10 20 30 40 50

Enzim Konsantrasyonu
Sekil 5. Enzim konsantrasyonunun enzim hizina etkisi
Ortam pH degeri

Ortam pH degeri bir¢ok enzimatik reaksiyonda en 6nemli faktorlerden biridir. Optimum
pH, enzimin en ¢ok aktivite gosterebildigi pH’ya denilmektedir. Bu optimum deger elde
edildigi kaynaga gore degisiklik gosterdigi gibi her enzim icin de farklilik gdstermektedir.

Ayrica optimum pH degerinin altinda veya iistiindeki degerlerde, reaksiyon ortamindaki
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tampon, sicaklik, reaksiyon siiresi, substrat ve kofaktor gibi faktorlerde degismeler meydana

gelmekte ve reaksiyon hizi degismektedir.

Belli bir ¢ozeltideki ¢6ziinmiis hidrojen iyonlar1 (H") konsantrasyonu pH degerini
vermektedir. Bu sebeple pH'da meydana gelebilecek herhangi bir artma veya azalma,
¢ozeltideki iyon konsantrasyonunda defisme meydana getirmektedir. Iyonlarm
konsantrasyonundaki degisiklik, var olan baglarin kirilmasiyla beraber yeni baglarin
olusmasina sebep olmaktadir. Bu durum enzimlerin ve bazen de substratin konformasyonel
yapisinin degismesine neden olmaktadir. Enzim ve substratin kimyasal ve iyonik yapisinda
meydana gelen degisiklik, enzimin aktif bolgesinde degisiklige neden olmaktadir. Bu,
substratin enzimi taniyamamasina ve reaksiyonun Katalizlenememesine sebep olmaktadir
(Saldamli, 1998). Sekil 6°da farkli iki enzimin pH degerinin enzim hizina etkisini gosteren

grafik gosterilmistir.

Optimum pH

Aktivite

Sekil 6. iki farkli enzime ait pH’nin enzim hizina etkisi
Sicakhik

Sicaklik reaksiyonun hem hizin1 hem de stabilitesini etkileyen en 6nemli diger bir
faktordiir. Ozellikle tampon kullanilarak sabit tutulan pH degerinde ve diger tiim faktdrlerin
standardize edildigi durumlarda, sicakligin artmasi ile reaksiyon hizi dogrusal bir iliskide belli
bir noktaya kadar artmaktadir. Belli bir noktadan sonra sicaklikta devam eden artis reaksiyon
hizint diistirmektedir (Sekil 7). Reaksiyon hizinin sicaklik etkisiyle artmasi, reaksiyonda
asilmas1 gereken belli bir enerji diizeyindeki molekiil sayis1 oldugundan kaynaklanmaktadir.
Enzim etkisiyle gergeklesen reaksiyonlarda bu durum s6z konusu olmaktadir. Enzimler protein
yapisinda olduklarindan dolay1 yiiksek sicaklik uygulamasi, enzimin hem aktivitesini hem de

stabilitesini etkilemekte ve denatiirasyona ugratmaktadir. Reaksiyonun hizinin diisiise dogru
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dondiigli nokta reaksiyon i¢in maksimum aktivite gosterecegi optimum sicaklik degerini

vermektedir.

100 Optimum Sicakhik

Reaksiyon Hiz1 (V)

20 30 40 50 60 70 80
Sicakhk °C

Sekil 7. Enzim hizina sicakligin etkisi

Enzim hizi disik sicaklik derecelerinden itibaren her 10 °C’de bir artmaktadir.
Enzimlerin birgogunun optimum oldugu sicaklik derecesi 30-50 °C arasindadir. Ayni sekilde
enzimlerin ¢ogu 60 °C’nin ilizerinde denatiire olmaktadirlar. Genellikle hayvansal kaynakli
enzimlerin optimum sicakligi bitkisel kaynakli olanlara gore daha diisiik olup mikrobiyal
kaynakli enzimler i¢in bu durum mikroorganizmaya gore degisiklik gostermektedir. Bazi
termofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin optimum sicaklik araligi 70-72°C gibi
yiiksek bir degerdir. Bu sebeple biitiin enzimler igin gegerli bir optimum sicaklik degerinden
bahsetmek miimkiin olmamaktadir. Ciinkii optimum sicaklik degeri, pH, elde edildigi kaynak,
reaksiyon siiresi, etki ettigi substrat gibi farkl: birgok faktoérden etkilenebilmektedir. Reaksiyon
siiresinin uzamasi enzimin optimum sicakhiginda degisiklige neden olmaktadir. Ornegin,
yiiksek sicaklikta uzun siire inkiibe edilen enzim aktivitesi onemli Olc¢lide azalmaktadir

(Saldamli, 1998).

Su aktivitesi (aw)

In vitro kosullardaki enzim aktivitesi genellikle sulu sistemler ile gergeklestirilmektedir.
In vivo kosullarda da yine sulu bir ortam olan hiicre stoplazmasinda reaksiyon
gerceklesmektedir. Enzimatik reaksiyonlarin bir kismi da hiicre membranlarindaki lipit
depolarindan ve elektron transport sisteminin (ETS) gerceklestigi lipit matriksi icerisinde

meydana gelmektedir.

Enzim hizina su aktivitesinin etkisi ii¢ yontem ile belirlenebilmektedir. Bu yontemlerin

ortak noktalar1 standart kosullarda su aktivitesinin artmasina karsilik gelen enzim hizlarinin
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belirlenmesi ve bu verilerin grafige dokiilmesidir. Yo6ntemlerin birbirinden farki ise birinci
yontemde sulu ¢ozeltilerle ¢alisilirken diger iki yontemde reaksiyon ¢ozeltisinde suyun yanisira
organik bir ¢dziiciiye yer verilmesidir. ikinci yontemde ¢ozeltideki suyun az bir orani iigiincii
yontemde ise biiyiik bir orani yerine organik ¢oziicii kullanilmaktadir. Enzimin aktivitesini

engellemek igin ortamin toplam su i¢eriginin %1-2’nin altinda olmasi gerekmektedir (Saldamli,

1998).

Enzim inhibitorleri ve aktivatorleri

Reaksiyon ortamina eklendiginde enzim hizin1 azaltan dogal veya yapay kimyasal
maddelere inhibitér denmektedir. Bu maddeler istenmeyen, aktivitesinin yavaslanmasi veya
kontrol altina alinmasi istenen enzimatik rekasiyonlar icin kullanilmaktadir. Ornegin, bu
maddeler kullanilarak gidalardaki bazi enzimatik bozulmalarin 6niine gegilebilmektedir. Ayni
sekilde bazi mikroorganizmalarin elzem enzimi inhibe edilerek bunlar ve bu durumdan
meydana gelebilecek olumsuz etkiler kontrol altina alinabilmektedir. Enzim inhibitorleri;
tersinir, tersinmez ve allosterik inhibitdrler olmak iizere ii¢c grupta incelenmektedir. Inhibitor
maddelere 6rnek olarak, kursun, civa, bakir gibi agir metaller 6rnek verilebilmektedir. Bunlarin
yanisira bazi islem gormemis gidalarda dogal olarak bulunan dogal inhibitér maddeler vardir.
Dogal inhibitdrler bitki ve hayvan metabolizmalarinda bazi fizyolojik olaylar1 diizenlemek veya
bocek ve zararli mikroorganizmalara karsi korumak igin iiretilmektedir. Buna tripsin enzimi
tizerinde etkili olan kunitz inhibitorii veya mikroorganizmalardaki diisitk molekiil agirlikli

proteaz inhibitorii 0rnek olarak verilebilir (Saldamli, 1998).

Baz1 enzimler aktivitelerini arttirabilmek igin “aktivator’” adi verilen metal iyonlari veya
molekiillere ihtiyag duyabilmektedirler. Bunlara 6rnek olarak, potasyum, mangan, magnezyum
ve kalsiyum gibi baz1 metal iyonlar gosterilebilir. Aktivatorler, genellikle kofaktorlerin aksine
her zaman reaksiyona girmemektedir. Aktivatdrlerin bir kismi substrat ile diger bir kismi ise
enzimle birleserek reaksiyonu aktivite etmektedir. Enzim ile birlesen aktivatorler enzimden

kolayca ayrilabilmektedirler (Saldamli, 1998).

Reaksiyon siiresi

Enzim reaksiyonu devam ederken; reaksiyonu inhibe eden maddelerin olusmasi,
enzimin zamanla inaktive olmasi ve substratin tiikenebilmesi gibi bir¢ok faktérden dolay1
reaksiyonun hizi zamanla azalmaktadir. Bu faktorlerin g6z Onilinde bulundurulmasi
gerektiginden dolayi, enzim c¢alismalar ¢esitli sebeplere bagli olarak ¢ogunlukla reaksiyon

baslangicinda yani ilk 1-5 dakika arasinda gergeklestirilmektedir (Saldamli, 1998).
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Enzimlerin Saflastirilmasindaki Kromatografik Uygulamalar

Enzimler hiicre iginde genellikle polisakkarit, niikleik asit, protein ve lipitler ile beraber
bulunmaktadirlar. Bir enzimin spesifik aktivitesi o enzimin safliginin bir olgilisii olarak
kullanilmaktadir. Enzimin spesifik aktivitesini arttirmak ve saflastirmak amaciyla ortamda
bulunan diger bilesenleri uzaklagtirmak i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Farkli birgok
kaynaktan elde edilen protein, karbonhidrat, niikleik asit ve lipitleri ayristirip saflastirmada
kullanilan ve en ¢ok tercih edilen tekniklerden bir tanesi kromatografidir. Kromatografik
yontemin temel prensibi; bir tampon veya elektrolit ¢ozeltisi gibi hareketli bir faz yardimiyla
ayristirllmak istenen molekiillerin, durgun faz iizerindeki akisina dayanmaktadir. Ayirma
islemi, sabit bir fazdan siv1 veya gaz olabilen hareketli bir faz ile tasinma hizlarina bagli olarak
ayrildigi bir tekniktir (Ghose and Kumpalume, 2003; Hedhammar et al. 2006). Dolayisiyla, bu
tanimdan, ayni bilesenlerin ayni1 deney kosullar1 altinda ve ayn1 hizda hareket edecegi sonucuna
varilabilmektedir. Boylece, bilinmeyen bir numunenin kromatogrami ile bilinen numunelerin
kromatogrami karsilastirilarak, karigimlarin bilesenlerini tanimlamak ve belirlemek igin

kromatografi kullanilabilmektedir (Ghose and Kumpalume, 2003).
Kolon kromatografisinin baslica tiirleri sunlardir;

Diisiik basing sivi kromatografisi (LPLC),
Yiksek performans sivi kromatografisi (HPLC),
Jel filtrasyon kromatografisi (GFC),

Iyon degisim kromatografisi (IEC),

Afinite kromatografisi (AC),

Hidrofobik interaksiyon kromatografisi (HIC),
Ters-faz siv1 kromatografisi (RPLC).

YV V. V V V V V

***By tez ¢alismasinda enzimin saflastirilma isleminde, iyon degisim kromatografisi

teknigi kullanilmastir.

Iyon degisim kromatografisi

Proteinlerin iyon degistirme kromatografisi ile saflastirilmasinin temeli iyonik
etkilesimlerdir. Ayirma islemi, belli bir pH’daki iyon degistirici adsorban iizerindeki yiiklii
guruplarin, zit ylizey yiiklerine sahip proteinler arasindaki ¢ekim ile gerceklesmektedir. Yani
jel kromatografisindeki gibi matriks, ndtral degildir ve iyonlasabilen fonksiyonel gruplara sahip
olmaktadir (Hedhammar et al. 2006). Proteinler ise yapilarindaki aminoasitlerin ¢oziiciilerle
etkilesimini arttiran katyonik ve anyoniktir gruplara sahiptir. Iyonik yiik ayrimi iyon degisim

kromatografisi ile gerceklesmektedir. Kolon kromatografisinde yaygin bir sekilde kullanilan
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yontemlerden biri olan bu yontem proteinlerin ayrismasi ve saflastirilmasi ile ilgili olarak
yapilan ¢alismalarda kullanilmaktadir. Yiiksek kapasitesi, nispeten diisiik maliyetinden dolay1
proteinlerin saflastirilmasinin baslangi¢ asamasinda bu bilesiklerin kolonda tutunmasi i¢in iyon
degisim kromatografisi ideal bir yontemdir. Kii¢iik ve 70 kDa kadar olan orta boyuttaki
proteinler bu yontem ile etkili bir sekilde ayrilabilmektedir (Selkirk, 2004).

Iyon degisim kromatografisinde ayirma islemi, jel kromatografisinde kullanilan
matrikslere dietilaminoetil (DEAE) ya da karboksimetil (CM) gruplarinin ilavesiyle elde edilen
immobilize iyon degistirici gruplar ile bunlara zit yiike sahip ylikli molekiiller arasindaki
tersinir adsorpsiyona bagli olarak gerceklesmektedir. Ayirma isleminin ilk asamasinda kolonun
tampon ¢ozelti ile yikanmasi gerekmektedir. Bu durum reginenin pH ve iyonik gii¢ agisindan
dengelenmesi i¢in zorunludur. Ardindan kolona diisiik iyonik giicte verilen 6rnek, protein ile
matriks arasindaki etkilesimi maksimum seviyede gerceklestirmektedir. Daha sonra kolon
baslangigta uygulanan sabit pH’ya sahip tampon ¢ozeltisi ile yikanmaktadir. Boylece matriks
ile aym yiikii tagimakta olan bilesikler, iyon degistiriciye tutunamamakta ve kolondan
baslangicta uzaklastirilmaktadir. Ancak ornek igerisinde regine ile farkli diizeyde etkilesim
gosteren bir¢ok protein bulunabilmektedir. Yikamadaki tampon ¢dzeltisinin iyonik giicii yavas
yavas arttirilarak regineye zayif diizeyde baglanan proteinler kolondan ayirmak i¢in kademeli
yikama yapilmaktadir. En son asamada, artan iyonik giice sahip ¢ozelti ile regineye siki bir
sekilde baglanan proteinler kolondan ayrilmaktadir. Diizenli araliklarla kolondan ayrilarak
toplanan protein fraksiyonlarinin absorbans veya floresans degerleri kaydedilip ilgili proteinin
yerini belirlemek amaciyla bir eliisyon profili olusturulmaktadir (Whitford, 2005). Sekil 1.7°de

iyon degisim kromatografisinin ¢alisma prensibi sematize edilmistir.

Baglangic basamagn  Hedel proteinin Elusyon Elusyonun sonu Rejenerasyon
adsorpsiyonu baslangia
A 0O A ® © ¢ O O O
E A O3 ® © ¢ @ © @ ® 0 0O
O A (@) (@] ®
O: A 3 . 3 ) . :J ]
) t O ~
08 ek | 59 *~—e 08—
®© © © A A A HE B B8 ® © o
0 O O A A A ® 6 ¢
~ Baglangs B Ornekteki diger Husyondaki
J tamponundaki A iyonlar Sl

iyonlar

Sekil 8. Iyon degisim kromatorgrafisinin sematik gosterimi
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Jel filtrasyon kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi (GFC), ¢6ziinen maddelerin molekiiler boyutlarina gore
ayrildig1 ve protein saflastirma i¢in en yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Her ne kadar ilk
olarak cok kiiciik molekiillerin ¢ok biiyiik molekiillerden, 6rnegin proteinlerden tuzlara
ayrilmasma uygulanmis olsa da kisa siire sonra makromolekiil karisimlarinin analitik ve
preparatif ayrilmasi ve karakterizasyonu igin genel bir yontem olarak kullanilmistir (Funasaki,

1993; Zhang et al. 2015).

Jel filtrasyon ortami, belirli bir boyutta bosluklar1 olan hassas sekilli boncuklardan
olusur. Bir proteinin bu bosluklara yayilma olasiligi, azalan protein boyutu ile artar, boylece
daha kiigiik boyuttaki proteinler en uzun siire korunmaktadir (Nelson et al. 2008). Bu nedenle,
bir protein karigimi, azalan biyiikliik sirasina gore kolondan eliite edilmektedir. Yani
ayristirtlmasi istenen karisimin, tampon gibi bir hareketli faz ile kolona yiiklenmesi
saglanmaktadir. Kolona giren Ornek kolonda ilerlerken, jel igerisindeki gozeneklerden
gecemeyecek biiytlikliikteki molekiiller kolonun disina atilmaktadir. Kiigiik molekiiller ise,
hareketli faz arasinda dagilacak sekilde jel materyalin gozeneklerine girmektedir. Kolonu ilk
terk eden biiylik molekiillerin aksine bu gozenekler igine girebilecek boyuttaki kiigiik
molekiiller, bu kolonu en son terk etmektedir. Boylece kolondaki proteinlerin eliisyon hacmi
ve molekiiler agirliklari arasinda logaritmik bir iliski bulundugu sdylenebilmektedir (Konak et
al. 2014; Zhang et al. 2015). Sekil 9°da jel filtrasyon kromatokrafisinin ¢alisma prensibi

sematize edilmistir
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Sekil 9. Jel filtrasyonun sematik olarak gosterimi
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Burada GFC'nin kararliligi, ayirma ortamina (pargacik boyutu, tekdiizelik, bosluklar ve
analit arasindaki boyutun eslesmesi), kolon faktorleri (yatak yiiksekligi, kolon paketleme
kalitesi) ve akig orani ve drnek hacmi gibi gesitli birgok faktore baghdir (Zhang et al. 2015).

Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi, bir protein ve onun ayn1 kdkenli ligand1 arasindaki (6rnegin; bir
enzimin substrati ile etkilesimi veya bir antikorun hedef antijeni ile baglanmasi) tersinir ve
spesifik baglanmaya dayanan ¢ok yonlii ve en segici sivi kromatografisidir. Adsorbsiyon
kromatografisinin bir tiirii olan afinite kromatografisi sayesinde, ¢ok kompleks olan bir
karisimdaki bazi1 proteinler olduk¢a yiiksek verimle ve tek basamakta saf halde elde
edilebilmektedir.

Afinite kromatografisinde ayristirilacak olan karisim, sabit faz destegi olarak kolona
kovalent baglarla baglanan ve “afinite ligand1™ ad1 verilen ajanlar, geri doniisiimlii ve 6zgiil bir
sekilde adsorbe edilmektedir. Hedef protein, afinite ligand1 iizerinde sec¢ici emilim yoluyla
kompleks bir karisimdan eliite edilmektedir. Hedef protein igeren kompleks karisim diger
bilesenler gecerken hedef proteinin afinite ligandi ile baglanmasi i¢in dogru bilesime ve pH'ya
sahip bir mobil fazda uygulanmalidir. Alikonan hedef daha sonra kolondan eliie edilmektedir.
Hedef protein eliisyonu i¢in protein karisimi bu kolona uygulandiginda tek basina kalmasi
istenilen enzim proteinleri ligantin serbest ucuna kovalent olmayan bir bag ile spesifik olarak
baglanmaktadir. Bunun disindaki diger proteinler ligantin serbest olan ucuna baglanabilme
ozelligine sahip degildirler ve bu sebeple kolondan kolaylikla ayrilmaktadirlar. Hedef eliisyonu
i¢in tercih edilen yontem, hedef protein ve ligand etkilesiminin afinitesine gore degismektedir.
Eliisyondan sonra, bir sonraki numunenin uygulanmasindan 6nce kolonun rejenere olmasi
saglanmaktadir (Walters, 1985; Ayyar et al. 2012; Hage et al. 2012). Afinite kromatografisinin

uygulanma prensibi Sekil 10’da sematize edilmistir.
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s L L e o;‘\\.
< : . . - . v .
Wkl (R [V |72 g
) | .‘ I .t | @ '

YA K
%

g Protein Karigimu *Tuz Hedef Protein L Ligand

Sekil 10. Afinite kromatografisi calisma prensibi
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Meyve Suyu Uretiminde Kullanilan Enzimler

Meyveler, vitamin, mineral ve lif gibi énemli besin maddesi kaynaklaridirlar. Taze
meyveler % 80'den fazla nem igerigi nedeniyle kisa siirede bozulabilmektedirler. Meyvenin raf
Omriinii uzatmak i¢in meyve; meyve sulari, marmelat, recel ve jole gibi {iriinlere
dondstiiriilebilmektedir. Meyve suyu, olgun meyveden dogrudan islenmis ve en fazla tiiketime
sahip meyve iriiniidiir. Meyve suyu, meyvenin hiicresel iceriginin ekstraksiyonu (presleme

veya difiizyon) ile elde edilmektedir (Danalache et al. 2018).

Meyve sulari, diinya ¢apinda yaygin olarak tiiketilen igeceklerdir. Beslenmede 6zellikle
alkolsiiz icecekler ve sekerli icecekler yerine saglikli, yiiksek kaliteli, taze meyve sularmin
tilketimine olan farkindalik ile beraber bu iiriinlere olan talep siirekli olarak artmaktadir
(Ephrem et al. 2018). Meyve sulari, igerigindeki biyoaktif bilesikler ile beraber saglik iizerine
olumlu etkileri sayesinde beslenmeye 6nemli katkida bulunmaktadirlar. Bu dogal biyoaktif
bilesenler, normal kan basincini ve cildi korumak (Cosgrove et al. 2007), kemikler (Mandadi
et al. 2009), kardiyovaskiiler sistem (Chong et al. 2010; Dalgard et al. 2009; Grassi et al. 2009)
ve sinir sistemi (Dai et al. 2006; Macready et al. 2009; Vafeiadou et al. 2009) tizerine olumlu

etkileri gibi ¢ok ¢esitli yararlar saglamaktadirlar.

Enzimler, farkli gida {irlinlerinin iretimi sirasinda gergeklesen birgok reaksiyonu
katalize etmektedirler. Modern gida endiistrisindeki 6nemli araglardan biri olan enzimler,
birgok ara islemi basitlestirmislerdir. Endiistriyel enzimlerin kullanimlari farkli alanlara
ayrilmaktadir. Bu alanlardan biri de meyve ve sebze isleme endiistrisidir. Meyve suyu
endiistrisinde ticari olarak ilk uygulama 1930 yilinda Kertesz tarafindan ABD’de uygulanmistir
(Kertesz, 1930). Gelisen teknoloji ile birlikte meyve suyu endiistrisinde enzimlerin iiretimi ve
kullanimi artmistir (Tablo 1). Bu alanda o6zellikle pektinaz enziminden oldukga fazla
faydalanilmakla (Prathyusha and Suneetha, 2011; Tapre and Jain, 2014) birlikte son zamanlarda
turunggil sularinda, 6zellikle greyfurt suyu iiretiminde biiylik bir problem olarak karsimiza
¢ikan acilik sorunu i¢in naringinaz enziminin kullanimi giderek ilgi gérmeye baslamistir

(Cemeroglu, 2011; Puri, 2012).
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Tablo 1. Meyve Suyu Endiistrisinde Kullanilan Enzimler ve Kullanim Amaglar1 (Cemeroglu,
2011)

Enzimler Kullanim amaglar
Lakkaz Durultma (fenolik bilesiklerin
uzaklagtirilmasi)
Durultma, mayse fermantasyonu, mayse
Pektolitik enzimler sivilastirma, mayse sekerlestirme, mayse
maserasyon
Seliilazlar Mayse sivilastirma, mayse sekerlestirme
a-amilaz Durultma (nisastanin par¢alanmasi)
Arabanaz Durultma  (araban  nedeniyle  olusan

bulanikligin 6nlenmesi

Naringinaz Turunggil  sularindaki  acilik  maddesi
naringinin azaltilmasi

Oligomeraz, Hemiseliilaz, Glikozidaz Mayse sekerlendirme

Greyfurt ve Greyfurt Suyu

Greyfurt (Citrus paradisi), Rutaceae familyasina ait bir narenciye meyvesidir. Ilk
olarak 18. yy’da Barbados Adasi'nda kesfedilmis olup, tatli portakal (Citrus sinensis) ve pomelo
(Citrus maxima Burm) arasinda meydana gelen dogal bir ¢arprazlasma sonucu yetisen hibrid
tirtin oldugu bildirilmektedir (Nicolosi et al. 2000; Anonimus, 2020). Diinyanin tropikal ve
subtropikal bolgeleri boyunca 0 -1800 m arasinda degisen yiikseklikte (Kelebek, 2010; Liu et
al. 2012) ve 13°- 35°C arasindaki sicakliklarda yetisebilmektedir (Baradas, 1994). Birg¢ok
bolgede iiretimi s6z konusu olan greyfurtun, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)
verilerine gore, diinya ¢apinda onde gelen iireticileri Cin ve ABD’dir. Cin'de 2018 yilinda

toplam 4,9 milyon ton greyfurt tiretildigi bildirilmektedir (FAO, 2018).

Bir narenciye meyvesi olan greyfurtun ¢ap1 yaklasik 15 cm, distan kalin bir epidermis
tarafindan olusturulan kabuk tarafindan korunmaktadir. Igeri dogru gittikge sirastyla, pigment
ve yag kesesini i¢inde bulunduran flavedo tabakasi ve flavonoidleri, su, besin maddeleri ile
gazlari tasiyabilen ve depolayabilen albedo tabakasindan olusmaktadir (Mondello et al. 2005).
Kabuk tarafindan korunan yapi, her biri bir zar ile ¢evrili olan ve tohumlarin yan1 sira meyve
suyu keselerini de (tulum) igeren yaklasik 11 ile 14 segment (karpel veya dilim)
bulundurmaktadir (Albrigo and Carter 1977; Ranganna et al. 1983). Subepidermal bdlgedeki
flavedo, meyveye yesil, sar1 veya turuncu renk veren kromoplastlar ve aromatik ugucu yaglarla
dolu ¢ok sayida yag kesecikleri icermektedir. Albedo ise, glikozitler (flavanonlar), aci
maddeler, pektin ve pektik enzimler agisindan zengin olup, siingerimsi dokuyu olusturan hiicre
katmanlarindan olusmaktadir. Albedodan gelen iplik benzeri vaskiiler demetler, segmentlerin

dis kismi boyunca meyve eksenine paralel uzanan bir ag olusturmaktadirlar. Bunlarin
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peroksidaz bakimidan zengin oldugu bildirilmektedir (Ranganna et al. 1983). Sekil 11°da
narenciye meyvelerinin sahip oldugu genel yapi sematize edilmistir. Sekil 12°de ise karpel

igerisinde bulunan meyve suyu kesesinin hiicresel i¢ yapis1 gosterilmistir (Ye, 2017)
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Sekil 11. Narenciye meyvelerinin yapisi
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Sekil 12. Narenciye meyvelerindeki kese ve hiicresel i¢yapist

Greyfurtun yaprak, ¢igek ve meyvelerin boyutuna, sekline ve rengine bagl olarak farkl
cesitleri bulunabilmektedir (Peterson et al. 206). Greyfurta rengini veren madde likopendir.
Farkl1 greyfurt cesitleri, likopenin varligina veya yogunluguna bagli olarak beyazdan kirmiziya
dogru degisen renk tonlarina sahiptir (Rao and Rao, 2007). Baslica greyfurt gesitleri arasinda
Pembe, Yakut Kirmizi, Yildiz Yakut, Thompson ve Beyaz Bataklik adi verilen cesitler
bulunmaktadir. Meyvenin kabuk kismi, 7 ana grupta siiflandirilabilen ¢ok sayida bilesikten
olusmaktadir. Bunlar; terpenler, seskiterpenler hidrokarbonlar, alkoller, aldehitler, esterler,
oksitler ve diger ¢esitli bilesiklerdir. Terpenlerin kabugun yaklasik %80'ini olusturan limonen,

mirsen, sitral ve terpine sahip en yaygin bilesikler oldugu belirtilmistir (Cristobal-Luna et al.

25



2018). Greyfurt meyve kismi, flavonoidler, karotenoidler, kumarinler ve organik asitler gibi
cesitli biyoaktif ve fitokimyasallar sayesinde antienflamatuar, kanser ve obezite gibi bir¢ok

saglik problemi iizerine olumlu etkiye sahip olmaktadir (Chudnovskiy et al. 2014).

Beslenme ve saglik iliskisi ile giivenilir gida agisindan 6nemli kaynak olan narenciyenin
tiretimi ve ihracati birgcok tilkede onemli gelir kaynagi olmaktadir. Nakliye ile paketleme
maliyetleri diistiik¢e ve kalite iyilestik¢e, narenciye isleme iiriinlerine olan ilgi giderek artmakta
ve giiglii bir pazar pay1 elde etmektedir (Liu et al. 2012). Narenciye meyvelerinden olan greyfurt
suyu iretimi de ayni oranda ilgi gérmektedir. Greyfurtyun meyve suyuna islenmesi ile
greyfurtun sahip oldugu birgok besin 6gesi meyve suyuna ge¢mektedir. Greyfurt sulari,
flavonoidler, C vitamini, folat, diyet lifi ve karotenoidler gibi yararl fitokimyasallarin iyi

kaynaklaridir (Wang et al. 2017).

Son zamanlarda yapilan bir caligmada, manuel olarak edilen greyfurt suyunun kimyasal
bilesimi, endiistriyel olarak islenmis meyve suyuna benzer olmasina ragmen, bilesenlerinin
miktarinda farkliliklar oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar, endiistriyel olarak iiretilen greyfurt
suyunda, yiiksek seviyelerde narirutin, naringin, hesperidin, neohesperidin, didymin, poncerin,
limonin, askorbik ve sitrik asit belirlerken, manuel olarak elde edilen greyfurt suyunda
dihidroksisamamotin seviyesini daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Uckoo et al. 2012).
Bunun yanisira farkli bolgelerde yetisen greyfurt ¢esitleri arasinda da kimyasal bilesim oranlari
degisiklik gosterebilmektedir. Ahmed et al. (2019) yaptiklart ¢alismada, farkli greyfurt
cesitlerinden ekstrakte edilen meyve sularmm ve yaginin fizikokimyasal, antioksidan

ozellikleri ve ugucu profilleri arasinda énemli farkliliklar oldugunu tespit etmislerdir.

Narenciye sulari, askorbik asit, karotenoidler, flavonoidler, limonoidler ve kumarin gibi
bilesenleri icermesi dolayisiyla saglik iizerine olumlu etki gostermektedir (Xu et al. 2008).
Flavonoid grubundan bir flavanon diglikozit olan naringin (4,5,7-trihidroksiflavanon-7-
ramnoglikozit) greyfurt suyunda bulunan ve antioksidan, anti-iilser ve antienflamatuar
aktiviteye sahip oldugu bildirilen bir bilesiktir (Chen et al. 2003). Ancak naringin,
neohesperidin ve poncirin gibi act flavanon glikozitleri, greyfurt suyunun lezzetinin olumsuz
etkilemektedirler. Bu bilesiklerden naringin, greyfurtta en baskin aci tadi veren bilesiktir
(Hagen et al. 1966). Yapilan calismalarda, ticari ve taze greyfurt suyunda naringin
konsantrasyonunun, greyfurt cesidine, yetistirildigi bolgeye ve meyve suyu ektraksiyon
yontemine bagli olarak 104-867 ug mL'1 (0.179-1.493 mM) arasinda degistigi bildirilmektedir
(Zhang, 2007; Ribeiro and Ribeiro, 2008). Greyfurt suyunda naringin konsantrasyonu diisiik
olmasma ragmen, tiiketicilere algilanabilir ac1 bir tat vermektedir. Narenciye meyveleri,

ozellikle greyfurtta aci tat, meyve sular1 endiistrisi i¢in istenmeyen bir lezzet unsuru olmaktadir

26



(Ribeiro, 2011). Bir gida iiriiniiniin se¢iminde 6nemli faktor olan aci tat, ticari greyfurt suyu

tiretiminde 6nemli ekonomik sorun olarak goriilmektedir (Manlan et al. 1990).

Greyfurt suyundaki naringin miktar1, adsorptif (Ribeiro, 2002) ve B-siklodekstrin
polimer uygulamas1 (Mongkolkul et al. 2006) gibi farkli fiziksel ve kimyasal acilik giderme
yontemleriyle azaltilabilmektedir. Bununla birlikte bu acilik giderme yontemleri
teknolojilerinin ¢esitli sinirlamalar1 nedeniyle naringinin enzimatik hidrolizi alternatif bir
prosediir olarak kullanilabilmektedir. Greyfurt suyundaki naringin, naringinaz enzimi
kullanilarak azaltilabilmekte ve acilik problemi icin endiistriyel bir ¢oziim olabilmektedir.
Naringinaz uygulamasi, naringinin parcalanma iirtinlerinin de naringin gibi yararh etkileri
bulunabildiginden dolay1 saglik tizerine olumlu etkilerini korurken, organoleptik 6zellikleri
gelistirebilmesi nedeniyle umut verici bir yontem olmaktadir (Bodakowska-Boczniewicz and
Garncarek, 2019).

Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler veya fenoller, hidroksil grubunun dogrudan bir aromatik hidrokarbon
grubuna bagl oldugu ve en az 10,000 farkl bilesikten olusan biiyiik bir gruptur (Li et al. 2014).
Fenoller, molekiilde bulunan fenol finitelerinin sayisina bagli olarak basit fenoller veya
polifenoller olarak smiflandirilmalarinin yanisira genel olarak diyette en ¢ok bulunan
polifenollerden; flavonoidler ve fenolik asitler, stilbenler ve lignanlar gibi alt siniflara
ayrilmaktadirlar (Aragjo et al. 2011; Li et al. 2014). Sekil 113’de bu fenolik bilesiklerin temel
kimyasal yapilar1 (Li et al. 2014) gosterilmistir.

@ (b)

Sekil 13. Fenolik bilesiklerin genel kimyasal yapilar1 (a) Fenolik asitler, (b) Flavonoidler, (c)
Lignanlar ve (d) Stilbenler (devami)
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Sekil 13. Fenolik bilesiklerin genel kimyasal yapilari (a) Fenolik asitler, (b) Flavonoidler, (c)
Lignanlar ve (d) Stilbenler

Polifenoller dogal olarak meyve, sebze, cay, tahillar, tibbi bitkiler, mikroalgler,
yenilebilir ¢igekler gibi bir¢ok bitkide ve gidada bulunmaktadirlar (Deng et al. 2013). Bazi
yenilebilir yabani meyveler ile beraber liziim, zeytin, yaban mersini, mango ve turunggillerde
polifenol iceriginin yiiksek oranda belirlendigi bildirilmistir (Fu et al. 2010; Deng et al. 2012).
Fenolik bilesikler, yiizyillar boyunca biyolojik etkilerinden dolay1 saglik i¢in kullanilmislardir.
Fakat o6zellikleri ve etki mekanizmalar1 hakkinda bilgi, yakin zamana kadar olduk¢a sinirh
kalmistir (Konczak and Zhang, 2004). Son zamanlara kadar tam olarak fonksiyonu bilinmeyen
bu bilesiklerin, yapilan arastirmalar sonucunda; antioksidan, antiinflamatuar, antimikrobiyal
aktiviteleri ile kardiyovaskiiler hastaliklar ile ndrodejeneratif hastaliklardan kansere kadar
birgok hastaligin tedavisinde etkili olduklarina dair birgok veri elde edilmistir (Rao and
Agarwal, 2000; Mojzer et al. 2016; Wu et al. 2016).

Polifenollerin antioksidan 6zellikleri, hidrojen iyonu veya elektron verme yetenekleri
ile serbest radikalleri nétralize etmelerinden kaynaklanmakta olup, yag asiti oksidasyonunu da
onleyebilmektedirler. Bunlarin yanisira fenolik bilesikler, gelat gorevi gorerek Fe?" and Cu*
gibi gecis metallerini ¢elatlamakta ve ortam redoks potansiyelini degistirmektedirler
(Balasundram et al. 2006). Antioksidan aktiviteleri sayesinde polifenollerin, bir¢ok hastaligi
onledigi ve ayrica bu hastaliklarin ilerlemesini baskiladigi, hatta iyilesme siirecine de katkida
bulundugu (Ramos, 2008; Gonzalez-Vallinas et al. 2013) ve bunun yanisira bazi polifenollerin

hormonal etki gosterebildigi ve kemik erimesini inhibe ettigi bildirilmistir (Hendric, 2006).

Fenolik bilesiklerin antioksidan etki mekanizmasi; serbest radikalin eslenmemis
elektronunun fenolik bilesiklerin konjuge aromatik sistemleri ile delokalize edebilmesi durumu,

fenolik hidroksil gruplari tarafindan bir serbest radikale (R) bir hidrojen atomu verilmesi
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seklinde ger¢eklesmektedir. Fenolik bilesikler (POH) tarafindan serbest radikale hidrojen
atomu verilmesi sonucu fenoksil radikal ara tirtinleri (PO.) olusmakta ve bu ara iriinlerin
yiiksek stabiliteleri sayesinde serbest radikal zincir reaksiyonu baskilanabilmektedir (Sekil 14)
(Altay et al. 2015). Ayrica fenoksil radikal ara triinleri diger olusan serbest radikallerle
reaksiyona girerek yayilimi durdurabildigi belirtilmistir (Scalbert et al. 2005; Dai and Mumper,
2010).

Sekil 14. Fenolik bilesiklerin serbest radikalleri delokalize etmesi
Flavonoidler

Flavonoidler; 6zellikle, meyveler, sebzeler ve bazi igeceklerde yaygin olarak bulunan
polifenolik yapiya sahip 6nemli sekonder metabolitlerdir. Dogada yaklasik olarak 6000’in
tizerinde oldugu tahmin edilen flavonoidler, fenolik bilesiklerin biiylik bir kismim
olusturmaktadir. Flavonoidler, Ce-C3-Cs iskeletine sahip olan polifenollerdir ve iki fenil
halkasinin propan zinciri ile birlesiminden olusmaktadir. Bu bilesikler Sekil 15°te gosterildigi
gibi B halkasinin bagli oldugu C halkasinin karbonuna ve C halkasinin doymamislik ve
oksidasyon derecesine bagl olarak farkli alt gruplara ayrilabilmektedir. B halkasi C halkasinin
4. pozisyona baglandiginda buna neoflavonoid; 3. pozisyonuna baglandiginda isoflavonoid; 2.
pozisyonuna baglandiginda, C halkasinin yapisal 6zelliklerine baglh olarak birkag alt gruba
ayrilabilmektedir. Bu alt gruplar; flavonlar, flavonoller, flavanonlar, flavanoller veya katesinler,

antosiyaninler ve kalkonlar olarak adlandirilmaktadir (Panche et al. 2016).
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Sekil 15. Flavonoidlerin temel iskelet yapilari

Flavonoidler, bitkilerde, hayvanlarda ve bakterilerde ¢esitli biyolojik aktivitelerde rol
oynamaktadir. Bu bilesikler, antioksidan aktiviteleri ve biyokimyasal 6zellikleriyle kanser
tirleri, Alzheimer hastaligi ve ateroskleroz gibi c¢esitli dejeneratif hastaliklarin tedavisinde
faydali olabilmektedir (Lee et al. 2009; Panche et al. 2016; Perez-Vizcaino and Fraga, 2018).
Flavonoidlerin saglik iizerine etkileri, sahip olduklar1 hiicresel enzim fonksiyonlarini ayarlama
kapasitelerinin, antioksidan, anti-inflamatuar, antimutajenik ve antikanserojenik 6zellikleri ile
birlesmesidir (Panche et al. 2016).

Narenciye flavonoidleri

Narenciye flavonoidleri, greyfurt, limon, mandalina, portakal gibi narenciye
meyvelerinde bulunan terapotik acidan onemli flavonoid sinifidir. Yaygin bir sekilde bu
narenciye meyvelerinin flavonoidleri P Vitamini olarak adlandirilan bir grup biyoaktif
flavonoid grubundaki flavanonlardir ve naringenin, naringin, quersetin, diosmetin, narirutin,
diosmin, nobiletin, neohesperidin, rutin, hesperidin, tangeritin vb. olarak adlandirilmaktadir.
Narenciye flavanonlar1 glikozit veya aglikon olmak {izere iki formda bulunmaktadir. Glikozit
formu spesifik bir tad1 olmayan tatsiz olarak degerlendirilen rutinosidler (didymin, narirutin,
hesperidin) ve ac1 tat veren neohesperidosid (neoeriocitrin neohesperidin ve naringin) olarak

tanimlanmaktadir. Aglikon formunda ise hesperetin ve naringenin énemli flavanonlar olarak
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bilinmektedir (Joshi et al. 2018). Aglikonlar, lipofilik yapilar1 ve dolayisiyla sudaki diisiik

¢oziiniirliikleri nedeniyle meyve sularinda daha az goriilmektedir (Gattuso et al. 2007).

Narenciye meyvelerinin kabugu, meyve eti ve tohumlari fenolik bilesiler agisindan son
derece zengin olup, kabuklarda bulunan flavonoidler, meyve eti ve tohumlara kiyasla daha
zengindir ve farkl1 oranlarda bulunabilmektedir. Ornegin, turuncgillerin kat1 kisimlari, 6zellikle
albedo (beyaz siingerimsi kisim) ve segmentleri ayiran membranlar ¢ok yiiksek flavanon
icerigine sahip olmakta ve bir tam meyvenin bir bardak portakal suyundan 5 kata kadar daha
fazla flavanon igerebildigi belirtilmistir (Manach et al. 2004). Ayrica, limon tohumlarinin
bulunan flavanonlar hesperidin ve eriocitrin iken, kabuklar neoeriocitrin, naringin ve
neohesperidin bakimindan zengindir. Bu nedenle, kabuk, meyve eti ve tohumun flavonoid
icerigi, turuncgil meyvelerinde genellikle ayn1 olmamaktadir (Rani et al. 2016; Patel et al.
2018).

Narenciye meyvelerinin icerdikleri flavanonlar ile antioksidatif ve antienflamatuar
aktivitelerinin yanisira ¢esitli yararl etkilere sahiptirler. Ayrica, bagirsak mikrobiyomunu
etkileyebildikleri ve mikrobiyota tarafindan da metabolize olmalari ile biyoyararl: bilesiklerdir
(Stevensetal. 2019). Gattuso et al. (2007) yaptiklar1 caligmada narenciye suyunda tanimlanmis

ve miktar1 belirlenmis olan flavonoidlerini tablo halinde bildirmislerdir.

Naringin

Naringin, 4'5,7-trihidroksi flavanon 7-ramnoglikozit, portakal (Citrus sinensis),
greyfurt (Citrus paradisi) ve mandalina (Citrus reticulata) gibi birgok narenciye meyvesinde
yaygin olarak bulunan bir flavanon glikozittir (Sekil 1.15) (Shi et al. 2019). Molekiil yapist
C22H32014.2H20 olan naringin, eter, kloroform ve benzen gibi ¢oziiciilerde ¢6ziinmemesine
karsin su, alkol, aseton vb ¢oziiciilerde farkli derecelerde ¢oziinebilmektedir (Altan, 1983).
Greyfurtta bulunan flavonoidlerin 6nemli bir kismini naringin olusturmaktadir (Erlund, 2004).
Mevcut bilimsel yayinlara dayanarak, ticari ve taze greyfurt suyunda naringin konsantrasyonu
greyfurt ¢esidi, olgunlugu (Altan, 1983) ve meyve suyu ¢ikarma yontemine bagli olarak 104-
867 ug mL — 1 (0.179-1.493 mM) arasinda degismektedir (Bodakowska-Boczniewicz and
Garncarek, 2019). Greyfurt suyunda naringin konsantrasyonu diisilk olmasina ragmen,
tilkketicilere algilanabilir ac1 bir tat vermektedir. Turunggillerin acisi, 6zellikle greyfurt suyu
enddistrisi i¢in istenmeyen bir kalitedir (Drewnowski and Gomez-Carneros, 2000; Patil and
Dhake, 2014).
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Sekil 16. Naringin kimyasal yapisi

Naringinin Drynaria fortunei (Kunze), Citrus aurantium L. ve Citrus medica L. gibi
Cin bitkisel ilaglarinin ana maddesi olarak kullanildigi belirtilmistir (Zhang et al. 2009).
Yapilan bir¢ok calismada; naringinin, kardiyovaskiiler bozukluklar, oksidatif stres, genetik
hasar ve norolojik rahatsizliklar tizerindeki etkileri gibi farmakolojik 6zelliklere sahip oldugu
bildirilmistir (Ahmed et al. 2019; Bharti et al. 2014; Raja Kumar et al. 2019; Lavrador et al.
2018; Viswanatha et al. 2017). Bunlarin yanisira Luo et al. (2012) yaptiklari in vivo ¢alismada,
naringin ve naringeninin g¢esitli solunum yolu modellerinde solunum rahatsizlig1 ve oksiiriik
refleksini 6nemli 6l¢iide azalttigini bildirmislerdir. Narenciye meyve kabuklarinin flavonoid
iceriginin yliksek olmasi sebebiyle bazi tarimsal atiklara uygulanabilen basit ve verimli
yontemlerle naringinin ekstraksiyonu ve saflagtirilmasi gergeklestirilebilmektedir. Boylece elde
edilen saf haldeki naringin bazi ila¢ formiilasyonlarinda kullanilabilmekte veya enkapsiile

edilebilmektedir (Chen et al. 2016).

Naringenin

Naringenin (4,5,7-trihidroksi-flavanon), oksijenli bir heterosikle olusturan, yani bu
heterosikle yapida doymus 3-karbon zinciri ve karbon 4'te bir oksijen atomu igeren ve bdylece
dogrusal 3 karbon zinciriyle (Ce-C3-Cs) birlestirilen 2 aromatik halkanin ortak yapisini paylasan
flavonoid grubu bir flavanondur (Sekil 17) (Den Hartogh and Tsiani, 2019). Kimyasal olarak
2,3-dihidro-5,7-dihidroksi-2- (4-hidroksifenil) -4H-1-benzopiran-4-on olarak adlandirilan
naringenin, CisH120s molekiil yapisina sahiptir (Salehi et al. 2019). Suda ¢ok az miktarda
¢ozlinebilen naringenin, etanol, dimetil formamid ve dimetil siilfoksit gibi organik ¢oziiciiler
iginde serbestge ¢oziinebilmektedir (Joshi et al. 2018). Naringenin, naringin veya narirutin gibi
flavanonlarin hidrolizinden tiiretilmektedir (Wilcox et al. 1999). Greyfurt ve limon gibi
narenciye meyveleri naringenin bakimindan oldukca zengindir. Onerilen giinliik naringenin
veya flavonoid alimi tam olarak belirlenmemis olsa da Kuhnau (1976) tarafindan yapilan bir

arastirmaya gore ABD niifusu arasinda tahmini giinliik flavonoid alim1 1 g /giin’diir. Bununla
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birlikte, giinlilk alinmasi gereken flavonoid miktari ile ilgili Chun et al. (2007) yaptiklari
calismada naringenin dahil giinliik flavonoid alim miktarinin etnik kokene ve yerlesim yerlerine
bagli oldugunu belirtmislerdir. Esas olarak narenciye meyvelerinde bulunan ve miktarina bagl
olarak en yogun sirasiyla greyfurt, portakal ve limon da belirlenen naringeninin, ¢ogunluklu
olarak meyve ve sebze bazli gidalardan alinabildiginden dolay1 Akdeniz diyetinde alim1 fazladir
(Totta et al. 2004). Bunun yanisira naringin ve diger naringenin glikozidlerinin, propolis (Choi
et al. 1991) ve yabani seftali olarak bilinen Prunus davidiana (Nagy et al. 1985) dahil olmak
tizere farkli kaynaklarda da mevcut oldugu bildirilmistir. Sekil 1.16’da naringenin kimyasal

yapist verilmistir (Shi et al. 2019).

OH
HO o] _n‘@
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Sekil 17. Naringenin kimyasal yapisi

Naringenin genellikle B-glikozitlere (6rnegin, naringin) bagli olarak gidalarda
bulundugundan, baslangigta diyetten alim ile emilimin olmayacagi diisiiniilmesine ragmen daha
sonra yapilan bir¢ok ¢alisma, oral dozlarda saf naringin veya greyfurt suyu ile alimdan sonra
insan idrarinda ve plazmada naringenin tespit edilmistir (Fuhr and Kummert, 1995; Ameer et
al. 1996; Lee and Reidenberg, 1998). Hem pasif difiizyon hem de aktif taginim ile gergeklesen
naringeninin emilimi oral uygulamadan sonra, gastrointestinal sisteminde tam manasiyla

emilemedigi belirtilmistir (Zang et al. 2015).

Naringenin'in ¢esitli hayvan modellerinde ve hiicre Kkiiltiirleri {izerinde yapilan
calismalarda antioksidan aktivitesi belirlenmistir. Naringenin'in baslica etkileri arasinda ksantin
oksidaz, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz, lipooksijenaz ve siklooksijenaz gibi
prooksidan enzimlerin inhibisyonu ve en Onemlisi serbest radikallerin temizlenmesi yer
almaktadir. Ayrica naringenin, glutatyon peroksidaz, stiperoksit dismutaz ve katalaz gibi cesitli
antioksidan enzimlerin fizyolojik seviyesini arttirmakta olup peroksinitrit ile taginimi
kolaylastirilan protein nitrasyonunu ve oksidasyonu azalttigi da bilinmektedir (Wang et al.
2010). Naringin ile karsilagtirildiginda, naringeninin daha yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi bildirilmektedir. Ayn1 zamanda iyonik metallerin selasyonunun ve lipitlerin neden
oldugu oksidatif zarara kars1 koruyucu etkisinin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (Cavia-
Saiz et al. 2010).
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Bunlarin  yanisira  naringeninin  antiinflamuar (Hollman and Arts, 2000),
immunomodiilator (Zeng et al. 2018), hepatoprotektif (Borradaile et al. 2003), nefroprotektif,
noroprotektif (Ding et al. 2019), anti-kanser (Totta et al. 2004), anti-aterosklerotik ve
antidiyabetik (Den Hartogh and Tsiani, 2019) 6zellikleri tizerine ¢esitli arastirmalar yapilmustir.
Annadurai et al. (2012) yaptiklar1 ¢alismada naringeninin (50 mg /kg), glikosile
hemoglobindeki aglik kan sekerini azaltmasi ve serumdaki insiilin konsantrasyonunu
arttirmasiyla antihiperglisemik etki gosterdigi ve bu antihiperglisemik etki ile standart bir
antidiyabetik ilag olan gliclazide’e benzerlik gosterdigini belirlemislerdir. Ayni sekilde Sahu et
al. (2020) naringeninin, si¢anlarda karaciger ve bobrek hasarina bagh antitiiberkiiloz ilaglar
hafiflettigine dair yaptiklar1 ¢aligmanin sonucu olarak, naringeninin antitiiberkiloz ilaglaria
bagli hepatorenal hasara karsi koruyucu bir role sahip oldugunu tespit etmis olup, bu ilaglarin
neden oldugu hepatorenal hasar1 azaltmak i¢in gida olarak naringenin takviyesi almanin faydali
olabilecegini belirtmislerdir. Naringenin ila¢ aktivitesini arttiric1 veya etkin madde olarak
kullanimini bildiren son zamanlarda yapilmis birgok ¢alisma mevcuttur (Burkina et al. 2016;
Pinho-Ribeiro et al. 2016; Hernandez-Aquino and Muriel, 2018; Wojnar et al. 2018; Bussmann
et al. 2019; Liu et al. 2019; Zhao et al. 2019; Chin et al. 2020). Bitki genetigi, ¢evre kosullar
(toprak ve 151k), cimlenme, olgunluk derecesi, isleme ve depolama gibi bir¢cok faktdrden etkilen
naringeninin, yapilan ¢alismalardaki minimum dozunun alinmasi bu bilesigin saglik {izerine

etkili olabilmesi i¢in gerekmektedir (Joshi et al. 2018).

Naringinaz Enzimi

Greyfurtun meyve suyuna islenmesinde naringinden kaynaklanan aci tat, pazarlama
sorunu olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Aciligin giderilmesinde bazi fiziksel ve kimyasal
yontemler kullanilabilmektedir. Fakat bu yontemler meyve suyuna isleme esnasinda, giris
boliimiinde de belirtildigi, gibi bazi dezavantajlar sahip olup meyve suyu bilesiminde sinirli da
olsa baz1 degisimler meydana getirmektedirler. Bu amagla alternatif yontem olarak enzim
uygulamasi arastirilmis ve naringinin, naringinaz enzimi ile par¢alanmasindan faydalanilmistir
(Soares and Hotchkiss, 1988; Puri and Banerjee, 2000; Birgisson et al. 2006; Puri et al. 2010b).
Naringinaz uygulamasi, greyfurt suyunun saglik ftizerine olumlu etkilerini korurken
organoleptik 6zellikleri gelistirmesi nedeniyle umut verici bir yontemdir (Caraveo et al. 2014).
Naringinaz, a-L-ramnosidaz (EC 3.2.1.40) ve B-D-glukosidaz (EC 3.2.1.21) enzimlerinin
birlikte aktivite gosterdigi bir enzim kompleksidir (Puri, 2012). Naringinaz, naringinin yanisira,
hesperidin, kuersetin, diosgen ve rutin gibi bir¢ok glikoziti hidrolize edebilmektedir (Gattuso

et al. 2007; Vila-Real et al. 2010). Ayrica, naringenin gibi hidrolize tiriinlerin saglig gelistirici
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Ozellikleri nedeniyle, farmasdtik, kozmetik ve gida uygulamalarinda yararli olabilmektedir

(Vila-Real et al. 2010).

Naringinaz, naringinin, o-L-ramnosidaz aktivitesi ile ramnoz ve prunine, daha sonra, -
D-glukosidaz aktivitesi ile prunini glikoz ve naringenine hidrolizini katalize etmektedir. Sekil
18’de naringinin naringenin ve glikoza, naringinaz enziminin katalizorligiinde hidrolize
edilmesi sematize edilmistir (Ribeiro, 2011; Puri, 2012; Caraveo et al. 2014). Yapilan

calismalarda naringinaz, adlandirilmasinda ramnosidaz adi olarak kullanilabilmektedir.
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Sekil 18. Naringinin naringinaz enziminin etkisiyle naringenine hidrolize edilmesi

Naringenin, naringine gore daha az aci olan bilesiktir. Naringinazin bu islevi, basta
greyfurt olmak iizere narenciye sularinda acili§in giderilmesi ve tliketicilerin kabuliiniin yani
sira saglik ozelliklerinin korunmasi i¢in de kullanilabilmektedir (Bodakowska-Boczniewicz

and Garncarek, 2019)

Naringinazin kereviz tohumlari (Hall, 1938), greyfurt yapraklari (Thomas et al. 1958),
cehri bitkisi (Rhamnus daurica) (Suzuki, 1962) ve karabugday (Fagopyrum esculentum)
(Bourbouze et al. 1976) gibi bitki kaynaklarindan izole edilebildigine dair ¢aligmalar mevcut
olmasina ragmen sadece bitkisel kaynakli naringinazin endistriyel {iretim i¢in uygun olmadigi
bildirilmistir (Puri, 2012). Tablo 2’de naringinaz enzimi iiretimi amaciyla arastirilan

mikroorganizmalar verilmistir.
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Tablo 2. Naringinaz Uretimi Amaciyla Arastirilmis Mikroorganizmalar

Mikroorganizma

Kaynak

Aspergillus niger

Penicillium sp.

Aspergillus niger

A. aculeatus

A. nidulans

Aspergillus terrus

Rhizopus nigricans

Aspergillus niger (MTCC1344)
Penicillium decumbens

Bram and Solomons 1965
Young et al. 1989
Manzanares et al. 1997
Manzanares et al. 2001
Orejas et al. 1999

Gallego et al. 2001
Shanmugam and Yadav 1995
Puri et al. 2005

Mamma et al. 2004

Kiifler Aspergillus niger (BCC 25166) Thammawat et al. 2008
Aspergillus kawachii Koseki et al. 2008
Penicillium ulaiense Rajal et al. 2009
Aspergillus sojae Chang et al. 2011
Aspergillus oryzae 11250 Zhu et al. 2017
Penicillium Purpurogenum Patil and Dhake, 2014
Aspergillus brasiliensis MTCC 1344 Shanmugaprakash et al. 2015
Rhizopus stolonifer Karuppaija et al. 2017
Trichoderma longibrachiatum ATCC Housseiny and Aboelmagd, 2019
18648
Aspergillus tubingensis MN589840 Xia et al. 2021
Aspergillus niger van Tieghem MTCC Borkar et al. 2020
2425
Hanshula anomala, Debaryomyces McMahon et al. 1999
polymorphus
Pichia angusta X349 Yanai and Sato 2000
Mayalar  cryptococcus laurentii Lei etal. 2011
Cryptococcus albidus Borzova et al. 2018
Bacteriodes distasonis, JY-1 Jang and Kim 1996
Thermomicrobium roseum Jang and Kim 1996
Pseudomonas paucimobilis Miake et al. 2000
Clostridium stercorarium Zverlov et al. 2000
Bacillus sp. GL1 Hashimoto et al. 2003
Sphingomonas paucimobilis Hashimoto and Murata 1998;
Miyata et al. 2005
Bakteriler Burkholderia cenocepacia Cardona et al. 2006

Pseudoalteromonas sp.
Lactobacillus ulaiense
Lactobacillus acidophillus
Lactobacillus plantarum
Staphylococcus xylosus
Pediococcus acidilactici

Bacillus methylotrophicus
Bacillus amyloliquefaciens 11568

Mazzaferro et al. 2008
Rajal et al. 2009
Beekwilder et al. 2009
Avila et al. 2009

Puri et al. 2010a; Puri et al. 2011

Michlmayr et al. 2011
Mukund et al. 2014
Zhu et al. 2017
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Naringinazin biyokimyasal karakterizasyonu esas olarak Aspergillus niger (Manzanares
et al. 1997; Puri et al. 2005; Puri, 2012), Aspergillus terreus (Gallezan et al. 2001; Puri et al.
2005), Aspergillus nidulans (Manzanares et al. 2007) gibi Aspergillus tiirlerinden ticari enzim
preparatlar1 tizerinden belirlenmistir. Yapilan bir¢ok ¢alisma sonucunda Aspergillus niger 'in
naringinaz aktivitesi i¢in en yiiksek verimi saglayan mikroorganizma oldugu belirlenmis olup,
bu aktivite i¢in uygun pH ve sicaklik ¢alisilan mikroorganizmalarda farklilik gosterdigi
goriilmektedir (Puri, 2012). Chang et al. (2011)’un Aspergillus sojae’den naringinazin
saflagtirilmas1 ve karakterizasyonu amaciyla yaptiklari ¢alismada, enzimin pH 5.5-8 araliginda
kararli oldugu, optimum pH 6’da ve 37°C’de en uygun aktivite gosterebildigini belirlemislerdir.
Puri et al. (2011) bir reaktdriinde S. xylosus’tan naringinaz tiretmislerdir ve uygulanan farkli
fiziko-kimyasal parametrelerin etkisi ile optimum pH ve sicaklik degerlerinin besiyeri ortamina
Ca? " ilavesi ile 5.5 ve 30 ° C'lik oldugunu bildirmislerdir. Topraktan izole edilen Bacillus
amyloliquefaciens 11568'den bir hiicre i¢i naringinaz saflastirilmasi ve karakterize edilmesi
lizerine yapilan aragtirmada naringinazin aktivasyonu i¢in en uygun pH 7.5 ve sicaklik 45 °C
olarak belirlenmis olup enzimin kararlilik gosterdigi pH 3.5-8.5 arasinda ve 45 © C'nin altindaki
sicakliklarda kararli oldugu belirtilmistir (Zhu et al. 2017). Yukarida belirtilen birgok
mikroorganizma i¢in de yapilan arastirmalarda enzimin optimum aktivite gosterdigi pH ve
sicaklik araliklar1 ¢ok biiyiik olmamakla birlikte farklilik gostermistir. Bu sebeple yapilan bu

tez ¢aligmasinda enzim, farkli sicaklik ve pH degerlerinde uygulanmaistir.

Cui et al. (2006) yaptiklar1 ¢alisma da Bacillus sp’den elde edilen a-L-rhamnosidaz’in
onemli aktivitelerinden birinin 3D yapisin1 belirlemislerdir. Bacillus sp. ¢okeltici olarak buhar
diflizyon teknigi kullanilarak 20 °C'de kristallestirmislerdir. 1.9 A ¢oziiniirliikte tek dalga boyu
anormal kirtlim ile ramnosidazin X-igin1 kristal yapist Bacillus sp'den ¢o6ziilmistiir.
Ramnosidazin, 1.908 amino asit, 43 gliserol molekiilii, 4 kalsiyum iyonu ve 1.755 su molekiilii
iceren kristal yapida bir homodimer olusturdugunu belirlemislerdir. Genel yap: bes alandan
olugmakta olup, bunlarin dordii N, D1, D2 ve C alanlar1 olarak gosterilen B-sandvi¢ yapilar ve
ayrica A alani olarak gosterilen bir (o / a) 6-silindir seklinde yap1 oldugu tespit edilmistir (Sekil
1.18). Ayrica enzimin, glikozit hidrolaz (GH) ailesine ait 78 enzime Ozgl Kkatalitik

mekanizmaya uyabildigi bildirilmistir.
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Sekil 19. Ramnoz ile kompleks halinde ramnosidazin (aRha) ii¢ boyutlu yapist (a) aRha-

Rha'daki (serit stereodiagram) monomerin genel yapisi

Kirmizi alan N, mavi alan D1, yesil alan D2, sar1 alan A, a¢ik mavi alan C’dir. A alanindaki ramnoz molekiiliine
karsilik gelen N2.5¢'min dahil edilmeyen kisimdir ince mavi ¢izgiler olarak gosterilmektedir. (b) Ramnoz
molekiiliinii cevreleyen amino asit kalintilart (stereo diyagram). Alan A'daki ramnoz molekiiliine karsilik gelen 3
sigmada sekillenmis ve dahil edilmeyen bdlge ince mavi gizgiler ile gosterilmistir (Cui et al. 2007)

Son gelismelerle birlikte, enzim teknolojisi hem enerji hem de malzeme tiiketimini
azaltan ve boylece atik olusumunu en aza indiren kimyasal islemlere bir alternatif olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durum naringinazin biyoteknolojide endiistriyel kullanimlar i¢in
uygun oldugunu gostermektedir. Naringinaz uygulamalari, esas olarak naringinazin gida ve ilag
endiistrisinde hidrolitik aktivitesine dayanmaktadir. Naringinazin genel olarak kullanilabildig:

alanlar asagida 6zetlenmistir.

e (Gida katki maddelerinin iiretimi ile ilgili olarak ramnosidaz, biyopolimerlerden
gida katki maddelerinin hazirlanmasinda ve ayrica tatlandirict iiretiminde
kullanilabilmektedir (Giavasis et al. 2000).

e Domates posasi sindirimi: L. plantarum'dan elde edilen ramnosidazlarin flavonoid
rutinosidleri (domatesden rutin gibi) iyi absorbe edilmis glikozitlere doniistiirdiigii
belirlenmistir. Bu aktivite probiyotik laktobasillerin bagirsak mikroflorasinda
bulundugu zaman flavonoid biyoyararlanimini artirabilecegini gdstermektedir
(Beekwilder et al. 2009).

e Pruninin hazirlanmasi: Prunin, DNA/RNA viriislerine kars1 anti-enflamatuar ve
antiviral aktiviteye sahip oldugu Kaul et al. (1985) tarafindan bildirilmis olup

piruninin, diyabet tedavisinde bir tatlandirict ajan olarak kullanilabildigi ayni
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sekilde naringinaz katalizorliigiinde elde edilen naringenin'in dogal flavonon
glikozidinin, hayvan modellerinde gastrik mukozal ilserasyonu Onledigi de
bildirilmistir (Puri, 2012). Naringeninin yukarida saglik tizerine olumlu etkileri
detayl bir sekilde belirtilmistir.

e Aroma arttirmada: Naringinazin ramnosidaz aktivitesinin sarap yapimi sirasinda
aromay1 kuvvetlendirmek i¢in uygun oldugu Gallego et al. (2001) tarafindan
bildirilmis olup, yaptiklar1 ¢alismada, sarap aromasinin arttirilmasi i¢in enzimin
kat1 bir tasiyiciya sabitlenerek immobilizasyonunu saglamiglardir.

e Enzim kullanilarak ilag 6n maddesinden ilag iiretimi gerceklestirilebilmektedir.
Ornegin, ilgili maddenin ramnoz ile kapli oldugu durumlarda ramnosidaz enzimi
maddenin aktive olabilmesi i¢in etkili olabilmektedir (Robinson et al. 2004).

e Naringinaz, benzersiz 6zel yag asitlerinin sentezini saglayan glikolipidleri hidrolize
etmek i¢in kullanilmistir. Bir di-ramnolipid, P. decumbens'ten iiretilen naringinaz
enzimi ile bir mono-ramnolipid ve L-ramnoza ayrilmaktadir (Magario et al. 2009).

e Ayrica naringinaz enziminin meyve suyundaki aciligi gidermek icin, naringini
hidrolize ettikten sonra ortamdan kolay bir sekide uzalastirilabilmesi ve kullanim
kolaylig1 igin, ezimin immobilizasyonu iizerine birgok calisma yapilmis olup
arastirmalar halen devam etmektedir. (Puri and Banerjee 2000; Prakash et al. 2002;
Busto et al. 2007; Ferreira et al. 2008; Puri et al. 2008; Puri et al. 2010b; Lei et al.
2011; Ribeiro, 2011; Awad et al. 2016; Huang et al. 2017; Bodakowska-
Boczniewicz, 2019; Housseiny et al. 2019; Zhang et al. 2020).

Naringinaz Uretimi ile Tlgili Arastirmalar

Bram and Solomon (1965) yaptiklar1 ¢alismada, Aspergillus niger’den naringinaz
enzimini elde etmis ve enzim aktivitesini artiracak bazi faktorleri incelemislerdir. A. niger’in
malt 6zii ortaminda miikkemmel bir bliylime elde ettigi, fakat enzim veriminin yliksek
olmadigimi gérmiislerdir. Farkli bir ortam olusturmak i¢in Czapek-Dox besiyerini kullanan
Bram and Solomon (1965), bu besiyerinde karbon kaynag olarak glikoz, sakkaroz, laktat veya
sitrat gibi tuzlar ve %0.1 oraninda naringin ilavesinde biiylime meydana geldigini, fakat yine
enzimin aktivite géstermedigini belirtmislerdir. Soya fasulyesi unu-maya 6zii ve misir likor-
maya 0zii ortamlarinin her ikisinde de A. niger’in yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugunu
belirtmiglerdir. Incelenen ortamlarin tiimii mikroorganizmanin iyi gelismesini desteklese de
sadece karbon kaynagi olarak peptonlu ortamlarin olgiilebilir enzim aktivitesi gosterdigini
bildirmiglerdir. Ayrica enzim iiretiminin pH 4.5 ile 7.5 araliginda ¢ok az etkilendigini, ancak

4'lin altindaki pH degerlerinde verimin belirgin bir sekilde diistiigiinii ifade etmislerdir.
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Puri (2012), naringinaz iizerine yapilan bircok c¢alismay1 bir araya getirip, enzimin
bakteriyel iiretimi ve potansiyel biyoteknolojik uygulamalarini tartismigtir. Yapilan derlemede,
cesitli bakterilerden bir¢ok ramnosidaz kodlayici gen tanimlanmasina ragmen, higbirinin enzim

ticari tiretimi i¢in kullanilmadig belirtilmistir.

Manzaranes et al. (1997), A. niger’den a-L-ramnosidazin ticari olarak saflastirilmasinda
anyon degisim kromatografisi kullanmiglardir. Yapilan ¢alismada enzimin pH 4.5 ve 65 °C

sicaklikta en iyi aktiviteyi gosterdigi belirtilmistir.

Puri and Kalra (2005)’de A. niger 1344 susundan naringinazin saflastirilmasi ve
karakterizasyonu {izerine ¢alisma yapmislardir. Calismada enzimin saflastirilmasinda
amonyum siilfat ¢okeltme, iyon degisim kromatografisi ve jel kromatografisi kullanilmistir.
Enzimin molekiiler kiitlesi, Sephadex G-200 kolonunda jel kromatografisi ile yaklasik 168 kDa
oldugu ve alt birimlerin molekiiler kiitlesinin, Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) ile 85 kDa oldugu yapilan ¢aligmada belirlenmistir. Calismada
naringinazin, 37 °C'de 72 saat boyunca stabil oldugu, 40 ° C'de 96 saatlik inkiibasyondan sonra
%50 oraninda inaktivasyona ugradigi belirlenmistir. Bazi  elementlerin  farkl
konsantrasyonlarda bulunmasiyla enzim aktivitesinde degisiklik goriildiigii, fakat Mg?* gibi
elementlerin varhiginda, 20°C'de depolama ile bir yil boyunca aktivitenin sabit kaldigi
goriilmustiir. Calisma sonucunda enzim i¢in en uygun c¢aligma ortaminin pH 4.0 ve 50°C
sicaklik oldugu ve bu sartlar altinda saflagtirilmis enzimin naringini basariyla hidrolize ettigini

ancak hesperidini edemedigini bildirmislerdir.

Busto et al. (2007)’deki calismalarinda meyve sularindaki aciligi gidermek igin
Aspergillus niger CECT 2088’den naringinaz iiretmis ve enzimden biyokatalitik olarak aktif
boncuklar elde etmek i¢in sivi nitrojen i¢inde kriyo-yapilandirilmis olan PVA (polivinilalkol)
hidrojelinden olusan polimerik bir matris i¢ine immobilize etmislerdir. Ardindan yapay bir
meyve suyu aci ortami olusturularak enzim ilave edilmis ve immobilizasyon etkinligi iizerine
pH ve matriks konsantrasyonunun etkisi arastirilmistir. Sonugta immobilize naringinaz
enziminin, meyve sularinda 20 °C’de 24 saat boyunca uygulanmasinin, naringinin

hidrolizasyonu i¢in %36 etkinlik gosterdigi bildirilmistir.

Aspergillus terreus’tan elde edilen alkali ve termostabil a-L-ramnosidaz iizerine ¢alisan
Gerstorferova et al. (2007) c¢alismalarinda, A. terreus’tan alinan gen ile rekombinant olarak
Pishia pastoris mayasina aktarmiglardir. a-L-ramnosidaz, P. pastoris mayasinda iiretilmis ve
saflastirilarak karakterize edilmistir. Yapilan ¢alismada amacin, enzim iiretimini daha kisa

stirede gerceklestirmek, enzim veriminde dort kat artisa ve dogal liretim sistemine kiyasla
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istenmeyen B-D-glukosidazin bulunmamasini saglamak oldugu bildirilmistir. Bu enzimin,

cesitli rhamnoz igeren yapilarin sentezi/ hidrolizinde uygulanabilir oldugu ortaya konulmustur.

Birgisson et al. (2007) yaptiklar1 ¢alismada, rekombinant Escherichia coli’den elde
edilen termostabil a-l-rhamnosidaz’in immobilizasyonu yapilmistir. Calisma, E. coli
hiicrelerinin immobilizasyonu igin Ca®* alginat boncuklar1 kullanilmistir. Hiicreler i¢in en
uygun pH’nin 7.8 ve sicakligin 60 °C oldugu goriilmiistiir. Yapilan ¢alismada ayrica naringin
hidrolizi ve naringinden I-ramnoz tiretimi igin biyoreaktorde ortam olusturulmustur. Reaktoriin

1 ml/dk ile 50 ° C'de ¢alistirilmasiyla 7.9 mM naringinin tam degradasyonunu saglamislardir.

Puri et al. (2010) yaptiklar1 galismada serbest ve immobilize edilmis enzimlerin,
mandalina suyunda naringinin %76'sin1 ve %67'sinin hidrolizini sagladigin1 gérmiislerdir.
Immobilize rekombinant rhamnosidazin, aktivitesinde kayda deger bir kayip olmadan dokuz

defa hidrolize edebilmeye kadar yeniden kullanimina olanak sagladigini belirtmislerdir.

Puri et al. (2005), Aspergillus niger MTCC 1344 ile naringinaz {iretimi igin proses
parametrelerinin optimizasyonu iizerine ¢alismislardir. Yapilan ¢alisma ile kullanilan ¢esitli
karbon ve organik azot kaynaklar1 arasinda, melas ve peptonun enzim verimi etkinligi i¢in en
uygun oldugu bildirilmistir. Ayrica metal iyonlar1 ortama eklendiginde enzim iiretim hizi
artmistir. Fermantasyon sirasinda ortamdaki seker konsantrasyonunda 6-10 gL arasindaki artis
naringinaz sentezinde azalmaya sebep oldugu goriilmistiir. Ortam pH degeri 4.5 ve sicakligt

30 °C enzim i¢in en uygun olarak belirlenmistir.

Chen et al. (2013) Aspergillus aculeatus’un {irettigi naringinazin, saflagtiritlmasi ve
karakterizasyonunu ¢aligmislardir. Karakterizasyon sonucu, a-L-rhamnosidaz ve B-D-
glukosidaz alt birimlerinin tiimiiniin yaklasik pH 4 ve 50 © C sicaklikta en uygun aktivitelere
sahip oldugunu, ayrica pH 3 ve pH 6 ile 50°C'nin altindaki sicakliklarda enzimlerin stabil

oldugunu belirtmislerdir.

Aspergillus niger'den naringinaz enziminin tiretilmesi ve karakterize edilmesi {izerine
yaptiklart calismada Ni et al. (2012), bu enzimin narenciye suyuna ilave edilip, acilig1 gidermesi
i¢cin ne kadar etkin oldugunu degerlendirmislerdir. Calismada enzimin pH 4.5’te aktif, pH 5.0’te
stabil oldugunu bildirmislerdir. Optimum ¢alisma sicakliginin ise 45-55 °C arasinda oldugunu
belirtmiglerdir. Uretilen enzime ayrica dondurularak kurutma ve sprey kurutma islemleri

uygulanmis olup en iyi verimin sprey kurutmada goriildiigii bildirilmistir.

Penicillium decumbens PTCC 5248’den naringinazin iiretimi ve kismi saflagtirilmasi
tizerine Norouzian et al. (2000)’iin yaptiklari caligmada, kiif besiyerinde karbon kaynagi olarak

naringinin kullanildig1 bir ortamda mikroorganizmanin naringinaz trettigini gormiislerdir.
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Naringinaz aktivitesi i¢in optimum pH ve sicaklik sirasiyla 4.5 ve 55 © C olarak belirlenmis
olup sitrik asit, glikoz, Ca?*, Mg?" Zn?* ortamda bulunmasinin naringinaz aktivitesini inhibe
ettigini bildirmislerdir.

Ribeiro and Ribeiro (2008) HPLC metodu ile dogal ve ticari narenciye sularina
naringinaz ilavesinden sonra, naringin ve naringenin miktarin1 belirlemis ve kontroliinii
saglamiglardir. Naringinaz enzimi ilavesi ile gergeklestirilen bu ¢alisma da enzim ilavesi

sonucunda meyve suyuna acilik veren bu maddelerin 6nemli oranda azaldig1 bildirilmistir.

Aspergillus niger’den naringinaz enziminin iretimi i¢in kati hal fermantasyonunu
kullanan Shanmugaprakash et al. (2011), meyve sularindaki acilig1 gidermede ve Aspergillus
niger gelisimini saglamada kullanilan substratlar arasinda en uygununun piring kepegi

oldugunu belirlemislerdir.

Zhang et al. (2018) turuncgillerin iretildigi topraklardan izole edilen Alternaria
alternata SK37.001’dan intraseliiler a-L-ramnosidaz tiretimi tizerine bir ¢alisma yapmislardir.
Enzimin molekiiler kiitlesi SDS-PAGE ile bakildiginda 66 kDa, jel filtrasyon kullanildiginda
135 kDa olarak belirlenmistir. Optimum pH ve sicaklik degerleri sirastyla 5.5 ve 60 °C oldugu
bildirilmistir. Calismada enzim {iretimi i¢in uygulanan farkli pH ve sicaklik degerleri sonucu,
pH 4.0- pH 8.0 arasinda enzimin nispeten kararli oldugu, bununla birlikte 30-50 °C sicaklik
araliginda en uygun aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir. Uretilen o-L-ramnosidazin, kuersitrin,
naringin, neohesperidin, hesperidin ve ramnoz i¢eren glikozitleri hidrolize edebildigi, ancak

ginsenosid Rg2 veya saiko-saponin C gibi bilesikleri hidrolize edemedigini tespit etmislerdir.

Soares and Hotchkiss (1998), yaptiklar1 calismada immobilize naringinaz ile i¢ ylizeyi
muamele edilmis ambalaj icine doldurulan greyfurt suyundaki acilifin azalma orami tespit
edilmistir. Ayn1 sekilde greyfurt suyundaki naringin igerigini diisiirmek i¢in Nobile et al. (2003)
bir food-grade aktif film gelistirmislerdir. Aktif film tiimiiyle immobilize naringinaz i¢eren
capraz bagli bir matriks igerdigini bildirmislerdir. Bunlarla birlikte naringinazin acilik

gidermesi iizerine aktif ambalaj kullanimi iizerine aragtirmalar devam etmektedir.

Patil et al. (2019) potansiyel naringinaz iireten mikroorganizmalar i¢in yeni bir tarama
yontemi gelistirmiglerdir. Yapilan arastirmada, naringinaz {retimi i¢in c¢ok sayida

mikroorganizmanin etkili bir sekilde taranmasi i¢in basit bir plaka tespit yontemi tasarlanmistir.

Bodakowska-Boczniewicz and Garncarek (2019), greyfurt suyundaki aciligi gidermek
icin Penicillium decumbens’ten naringinaz enziminin elde edilmesi ve kitosan mikrosferi
kullanilarak enzimin immobilizasyonu {izerine ¢alismislardir. Aragtirma da hem serbest hem de

immobilize naringinazin optimum aktiviteyi pH 4’de gosterdigini ve serbest enzim i¢in en
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uygun sicaklik degerinin 70 °C immobilize enzim i¢in de 40 °C oldugunu tespit etmislerdir.
Enzimin immolizasyonu i¢in kullanilan kitosan mikrosferinin optimum aktivite sicakligini
disiirdiigti  bildirilmistir. Bu durumun, enzimin immobilizasyonunda kullanilan kitosan
mikrosferinin protein konformasyonunda degisiklige sebep olmasindan kaynaklanabildigi
belirtilmistir. Ayrica enzim uygulamasinin naringin konsantrayonunda %75 bir azalma

sagladigi da bildirimistir.

Housseiny and Aboelmagd (2019) Trichoderma longibrachiatum tarafindan naringinaz
enziminin {retilmesi ve enzimin, narenciye sularinda kullanilmak igin termal stabil
biyopolimerler olan kitosan ve aljinat ile nanoenkapsiile edilmesini arastirmislardir. Sonugta,
aljinat biyopolimerine kiyasla kitosanin daha yiiksek enzim aktivitesi saglamis oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan c¢aligmada optimum pH degerleri serbest enzimde pH 5 olarak
belirlenirken Kitosan ve aljinat kapli enzimler igin sirasiyla pH 4 ve pH 5 olarak tesbit
etmislerdir. Ayn1 sekilde optimum sicaklik degerleri, serbest enzim, aljinat ve kitosan kaplh
enzimler igin 40, 45, 55 °C olarak belirlendigini bildirmislerdir. Ayrica bu kapsiilasyonun
enzimin tekrar kullanimina olanak sagladigin1 gérmiislerdir. Yapilan bu arastirmada kullanilan
matriksin pH, sicaklik gibi ¢evresel faktorlerden koruyucu etkisi oldugunu bildiren Housseiny
and Aboelmagd (2019), endiistriyel kullanim ve pazarlama icin faydali sonuglar gosterdigini

belirtmislerdir.

Aspergillus niger’in Genel Ozellikleri

A. niger, organik madde iizerinde aerobik olarak gelisen, siyah sporlar olusturan
filamentsi bir kiiftiir. Dogada hemen hemen her yerde bulunmaktadir. Aspergillus tiirleri hem
birincil hem ikincil metabolitleri {iretebilmesi sebebiyle ticari onemi en biiyiik kif tiiri
sayilabilmektedir. A. niger’in ilk endiistriyel dl¢ekli uygulamasi 1919 yilinda, satis hacmi
bakimindan glikonik asit gibi diger metabolitlerden daha yliksek degere sahip, bir organik asit
olan sitrik asit iiretiminde kullanimiyla gerceklesmistir ve hala sitrik asit endistride yaygin
olarak kullanilmaktadir. Uzun zamandan beri sitrik asit, A. niger’den ekstraseliiler olarak
tiretilmekte ve gida sanayinde yararlanilmaktadir. A. niger’den iretilen maddeler Birlesik
Devletler Gida ve Ilag Yonetimi (FDA) tarafindan belirlenen giivenilir maddeler arasinda yer
almaktadir. A. niger, biyoteknolojik driinlerin {iretimlerinde kullanilan en Onemli
mikroorganizmalardan biridir. A. niger’in birgok organik asitleri, enzimleri, bitki biiylime
diizenleyici maddelerini, mikotoksinleri ve antibiyotikleri sentezledigi bilinmektedir. A. niger
ayrica hem kendisine hem bagka organizmalara ait glikoz oksidaz gibi enzimlerin iiretimi igin
kullanilabilmektedir (Schuster et al. 2002) Bu kullanimlarda kiiltiir kat1 yiizey {izerinde degil,

ektraseliiler elde edildiginden dolayr sivi ortam i¢inde, biyoreaktdrde cogaltilmaktadir. Bu
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Ozelliklerine ek olarak diger mikroorganizmalar arasinda A. niger biyotransformasyonda ve
atiklarin degerlendirilmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir. A. niger, 6zellikle protein iiretimi ve
salgilanmasi a¢isindan giiniimiize kadar 6nemi giderek artmis ve en dnemli konaklardan biri

haline gelmistir (Li et al. 2020).

Probiyotik Bakteriler
Genel bilgiler

Probiyotikler, bagirsak mikrobiyal dengesini koruyarak veya gelistirerek tiiketicilerin
sagligina fayda saglayan canli mikrobiyal gida takviyesi olarak tanimlanmaktadir (Fuller,
1989). Bagka bir ifade ile probiyotikler, “yeterli miktarda uygulandiginda konakg¢iya saglik
acisindan yarar saglayan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadir (FAO/WHO,
2002). Probiyotik mikroorganizmalarin ¢ogu Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine aittir.
Hem laktobasiller hem de bifidobakteriler, hayvanlarda ve insanlarda normal bagirsak
mikroflorasinin biiyiikk bir boliimiinii olusturan gram pozitif laktik asit iireten bakterilerdir.
Laktobasiller, ¢ubuk seklinde spor olusturmayan bakterilerdir. Laktobasiller, insan ve hayvan
mukozal membranlar1 gibi zengin karbonhidrat iceren substratlarin mevcut oldugu ¢esitli
habitatlarda, bitki veya bitki kokenli malzemelerde ve bunlarin yanisira fermente siit tirtinleri
ve fermente edici veya bozulan gidalarda bulunmaktadir (de Vrese and Schrezenmeir, 2008).
Bifidobakteriler, hareketsiz, spor olusturmayan, degisen bir goriiniime sahip ¢ubuk seklinde
bakterilerdir. Cogu susu anaerobiktir (Nagpal et al. 2012). Bifidobakteriler, insanlarin yagami
boyunca normal bagirsak mikroflorasinin 6nemli bir boliimiinii olusturmakta ve yeni dogan
bebeklerin diskilarinda ortaya c¢ikmakta, daha sonra sayilar1 artmaktadir. Erigkinlerin
kolonundaki bifidobakteri sayis1 log 10'°-10 kob/gram arasinda olmaktadir, ancak bu sayi

yasla birlikte azalmaktadir (de Vrese and Schrezenmeir, 2008).

Probiyotik bakterilerin faydalar

Probiyotikler, bagirsak mikrobiyotasinin modiilasyonu yoluyla hem hayvanlarin hem de
insanlarin sagligini iyilestirmek ic¢in kullanilmaktadir. Gastrointestinal enfeksiyon riskini
azaltmak veya bu tiir enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in insan kullanimi igin iyi karakterize
edilmis birka¢ laktobasil ve bifidobakteri susu mevcut olmaktadir. Mikrobiyotanin
diizenlenmesiyle bagirsak sagligmin iyilestirilmesi, bagisiklik sisteminin uyarilmasi ve
gelistirilmesi, gidalarin biyoyararliliginin arttirtlmasi, laktoz intoleransi semptomlarinin
azaltilmasi ve riskin azaltilmasi dahil olmak iizere probiyotik tiikketiminin yararl etkileri tizerine
¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. (Salminen et al. 2005; Kumar et al. 2009; Nagpal et al.
2010; Kumar et al. 2011; Nagpal and Kaur, 2011). Bunlarin yani sira insanlarda,
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gastrointestinal (GI) mikrobiyotanin bilesimi ve ¢esitliligi dahil olmak iizere bagirsak ve
bagirsak dis1 hastaliklarda (Cho and Blaser, 2012), kronik inflamasyon (Clemente et al. 2018),
kardiyovaskiiler hastalik (Ettinger et al. 2014; Koopen et al. 2016), depresyon ve anksiyete
(Foster and Neufeld, 2013) ve asir1 duyarlilik durumlar1 (Pascal et al. 2018) ve metabolik
sendromda (Madupu et al. 2013; Maruvada et al. 2017) 6nemli bir rol oynamaktadir.
Lactobacillus, Bifidobacteria, Lactococcus, Streptococcus, Lactiplantibacillus,
Limosilactobacillus, Lacticaseibacillus ve Levilactobacillus cinslerine ait bakteri tiirlerinin
yani sira ¢esitli maya suslari probiyotik olarak onaylanmistir (Rajoka et al. 2017). Probiyotik
bir sus gastrointestinal kanalda yasamali, asit ve safra direnci yliksek olmali, kolonizasyon i¢in
bagirsak epitel ylizeylerine yapisabilmeli, gastrointestinal sistemdeki patojenleri inhibe
edebilmeli ve konake1 bagisiklik hiicreleri ile iligski kurabilmelidir (Akman et al. 2021). Sekil

20’de probiyotiklerin saglik agisindan faydalar1 sematize edilmistir (Nagpal et al. 2012).
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Sekil 20. Probiyotiklerin faydalar
Probiyotik meyve sulari

Probiyotik igeren fermente sebze ve meyve sulari, terapdtik iiriinler i¢in yeni ve umut
verici bir yaklagim olmaktadir (Mattila Sandholm et al. 2002). Piyasadaki ¢ogu probiyotik tiriin
stit bazli oldugundan, meyve veya sebze bazli igecekler laktoz intoleransi veya siit alerjisi olan
kisiler i¢in ilgi ¢ekici olmaktadir. Siit bazli olmayan probiyotik tiriinlere yonelik tiiketici talebi
biiyiik 6l¢iide artmistir. Bu nedenle, sebze veya meyve suyu bazli probiyotik iceceklerin
kademeli olarak gelecekte dnemli bir kategori haline gelecegi ongoriilmektedir. Probiyotik

bakteriler, tiiketicilere saglik yararlar1 saglamak i¢in uygun miktarda canli olmalari
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gerekmektedir. Probiyotik bakteriler, asitlik (pH), oksijen seviyesi, besin eksikligi ve tirlinde
antimikrobiyal maddelerin varlig1 gibi birtakim faktorler tarafindan inhibe edilebilmektedirler.
Meyve ve sebze igeceklerinde probiyotik bakterilerin biiyiimesi ve canliligi, kullanilan
bakterinin tiliriine ve susuna, pH'a ve nihai tirliniin laktik asit ve asetik asit konsantrasyonuna
bagl olmaktadir (Shori, 2016). Meyve ve sebzelerde bulunan; mineraller, vitaminler, diyet
lifleri ve antioksidanlar probiyotiklerin biiyiimesi i¢in meyve sularini ideal substratlar haline
getirebilecek kaynaklar olmaktadirlar (Yoon et al. 2004). Probiyotikli fonksiyonel meyve suyu
bazli iceceklerin gelisimi, icerdigi geleneksel besinlerin Gtesinde sagliga yarar saglamalarinin
yani sira tim yas gruplart i¢in uygun iriinler oldugundan kabul edilebilirlikleri giderek

artmaktadir.

Probiyotik bakteriler ve naringinaz

Lactobacillus plantarum gibi bakteriler, yiizyillardir lahana, salatalik gibi sebzelerin ve
bunlarin yanisira peynir, yogurt gibi gidalarin fermantasyon siireclerinde Onemli rol
oynamaktadir. Ayrica fermentasyon sirasinda proteinleri ve lipidleri katabolize etmektedir
(Park et al. 2021). Laktobasiller i¢in 6zellikle bitki bazli bir kisim substratlarin hiicre duvari,
flavonoid, antioksidan gibi bilesenlere sahip oldugu gibi polifenollere konjuge bagli ramnoz
sekerler agisindan da zengindir. Bu bilesiklerin Laktobasiller tarafindan kullanilmasi, ramnozun
hidrolitik salinimini katalize eden a-L-ramnosidazin sentezini de saglamaktadir (Beekwilder et
al. 2009). Bunun yanisira Lactobacillerin naringinaz enzimini de irettikleri bilinmektedir.
Probiyotik bakterilerin enzimleri intraseliiler olarak iirettigi ve acilik gidermek i¢in kismen
etkili olabildigi bildirilmistir (Tran et al. 2020). Ancak 6zellikle Aspergillus tiirleri gibi bazi
kif gruplarinin ramnosilatlanmig bir flavonoid olan naringin varliginda a-L-rhamnosidazi
ekstraseliiler olarak tirettikleri yapilan ¢alismalarda belirlenmistir (Pachl et al. 2018; Wang et
al. 2019).

Gida endiistrisinde, a-L-ramnosidaz ve B-D-glukosidaz enzimleri meyve sularinin
acisin1 gidermek ve karbonhidrat fermantasyonunun ana son {iriinii olarak laktik asit lireten
gram-pozitif bakteriler olan Laktik asit bakterilerinin (LAB) aromasini arttirmak icin de
uygulanmaktadir. LAB genellikle giivenli (GRAS) mikroorganizmalar olarak taninmakta ve
giivenli biyokatalizorler olarak kullanilabilmektedir. LAB suslari, fermantasyon sirasinda
ikincil metabolitlerin deglikosilasyonunda yer alan a-L-ramnosidaz ve [-D-glikozidaz
aktivitelerine sahip olmaktadir. Bu enzim aktivitelerine dayali olarak flavonoid glikozitlerin
hidrolizi i¢in LAB kullanilarak biyotransformasyon uygulamasi da yapilabilmektedir (Park et
al. 2021).
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MATERYAL ve METOT

Materyal

Calisma da greyfurt suyu tiretimi i¢in kullanilan greyfurt meyveleri, Antalya’da yerel
bir isletmeden uygun muhafaza sartlar1 ile temin edilip, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Gida Miihendisligi Boliimii Meyve ve Sebze Isleme Laboratuvarina getirilerek goriiniir
Kirlilikler yikama ile uzaklastirilmigtir. Daha sonra greyfurtlar hijyenik kosullarda kesilerek
Philips HR1861-00 Alu kat1 meyve sikacagi ile meyve sulari elde edilmis analizler taze meyve

suyu pastdrize edildikten hemen sonra yapilmistir.

Analizlerde kullamlan kimyasallar

In vitro toplam fenolik analizinde; gallik asit (C7TH6035, %97,5- 102,5 (Sigma), sodyum
karbonat (Na2CO3, %99,5, Sigma S2127) ve Folin &Ciocalteu’s reaktifi (Sigma F9252)

kullanilmistir.

ABTS™ serbest radikal giderme aktivitesi ~metodunda; 2,2’-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid) diammonium salt (ABTS™, >98%, Sigma), potasyum
peroksidistilfat (Merck ), etanol (sigma,) ve standart antioksidantlar; biitillenmis hidroksi anisol
(BHA, Sigma), biitillenmis hidroksi toluen (BHT, Sigma), 6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit (Troloks, Aldrich 23881-3)’den yararlanilmistir. DPPH®
serbest radikal giderme aktivitesi metodunda ise; 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (Sigma) ile
birlikte yine ayn1 sekilde etanol (sigma,) ve standart antioksidantlar; biitillenmis hidroksi anisol
(BHA, Sigma), biitillenmis hidroksi toluen (BHT, Sigma), 6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit (Troloks, Aldrich 23881-3) bilesikleri kullanilmistir.

Mikrobiyal gelisimde kullanilan besiyerleri i¢in; Tween 20 (C58H114020, Merck),
DMSO (Dimethyl siilfoxid, >99,9%, Merck), nutrient agar (Merck), sabouraud dextrose broth
(Merk, 108339), potato dextrose agar (Meck), potato dextrose broth (Meck), MRS broth
(Merck), MRS agar (Merck), Pepton (Merck), KH2PO4 (Merck), MgSOs (Sigma), KCI
(Merck), NaNOs (Sigma), Yeast extract (Merck), K2HPO4 (Merck), MnSO4 (Merck), glikoz
(Merck), sodyum asetat (CH3COONa, Sigma), amonyum sitrat (C6H17N307, Merck),
kullanilmigtir. HPLC ile naringin ve naringenin konsantrasyonunu belirleme analizi igin

naringin (Sigma for HPLC) ve naringenin (Sigma for HPLC) standartlar1 kullanilmustir.
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Naringinaz enziminin aktivitesini belirlemek i¢in dietilen glikol (Tekkim), sodyum
asetat (CH3COONa, Sigma), asetik asit (CH3COOH, Sigma) sodyum hidroksit (NaOH, Sigma)
ve saflastirmada ise Sodyum dodesil siilfat (Sigma-Aldrich), Amonyum persiilfat (Sigma-
Aldrich), Coomassie brilliant blue G-250 (Sigma-Aldrich), Akrilamid- Bisakrilamid (merck),
protein ladder (ABCAM), DEAE Sepharose Fast Flow (Sigma), likid kromatografi kolonu
(Supelco) kullanilmigtir.

Naringinaz enzimi i¢in faydalamlan mikroorganizmalar

Naringinaz enziminin ekstraseliiler olarak elde edildigi kiif ve intraseliiler olarak
kullanilan probiyotik bakteriler Tablo 3’de belirtilmistir. Analizlerde kullanilan bu
mikroorganizmalar Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii
Mikrobiyoloji laboratuvarinda muhafaza edilen mikroorganizma kiiltiir koleksiyonundan temin

edilmistir.

Tablo 3. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Mikroorganizma ad1
Kuf Aspergillus niger ATCC 1688

Lactobacillus plantarum ACC 54
Probiyotik Bakteriler Lactobacillus plantarum ACC 28
Lactobacillus plantarum 250

Analizlerde kullanilan cihaz ve aletler

Cihaz/Alet Adx Marka, Model
Is1 kontrollii ¢alkalamal1 inkiibator Edmund Biihler GmbH KS-15
Buzdolab1 Arcelik 5231NF, Tirkiye
Calkalamali Termostatli Su Banyosu JSR, JSSB-30T, Korea
Derin Dondurucu Argelik, Tiirkiye
Etiiv Binder B28,Germany
Hassas Terazi Denver Instrument TP214, Germany
Invert Floresan Mikroskop ebq100-04 Leica ebq 100-04, Germany
Magnetik Karistirici Hanna Instruments HI 190M-1, UK
Mikro Plaka Okuyucu Spektrofotometre ~ Biotek Instruments Inc.VT05404-

0998,USA

Otomatik Pipetler Eppendorf, UK
Santrifiij Beckman Coulter Allegra X-30R, USA
Steril Filtre (0,20-0,45 um) Corning, Wiessbaden, Almanya
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Steril Kabin Class I, Hepa Filtreli

Otoklav Lisa 300B, Italy
Ultra Saf Su Cihazi Minipure Destup, Korea
Vis-Spektrofotometre PG Instruments T60V, UK
Vorteks Heidolph D-91126, Germany
Agaroz jel elektroforezi Thermo EC 135-90 (yatay)
Mikrodalga Firin Beko MD-1500
Sogutmali santrifiij Hermle Z 323 K(Germany)
pH metre Mettler Toledo
Elektroforez Tanki1 Bio Rad (dikey)
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar) Sanyo Ultra Low

Metot

Analizler i¢in kullanilan c¢ozeltilerin hazirlanmasi
Besiyeri pH degerini ayarlamak i¢in kullanilan ¢izeltilerin hazirlanmasi

0,1 M HCI ¢ozeltisi: M = % x. d. 10 /MA formiiliinden %37°1ik olan HC1 molaritesi
belirlenmistir. Daha sonra, M1 x V1 = M2 x V2 formiiliinden ne kadar hacim alinacagini

belirledikten sonra alinan miktara gore deiyonize su ile hacme tamamlanarak hazirlanmistir

(Cemeroglu, 2013).

0,1 M NaOH c¢ozeltisi: M = m/ V.MA formiiliinden ¢ozelti i¢in gereken miktar
belirlenmistir. Istenilen deiyonize su hacmi igerisinde belirlenen miktar ¢dziindiiriilerek 0.1 M

NaOH c¢ozeltisi elde edilmistir (Cemeroglu, 2013).

Tampon c¢ozeltiler ve naringinaz enzimi aktivite testi icin kullanilan ¢ozeltilerin
hazirlanmasi

%0,1 naringin iceren 0.1 M pH 4 asetat tamponu: Molekiil agirligi 136.08 olan
sodyum asetattan 100 ml ¢ozelti hazirlamak i¢in 1.3608 gram tartilip 90 ml deiyonize saf su da
¢cozlindirilmistiir. Daha sonra pH glacial asetik ait ile 4’e ayarlanmistir. 0,1 gram naringin
tartilip ¢ozelti igerisine katilmis ve mikrodalgada sicaklik etkisi ile ¢ozlindiiriilmiistiir.

Cozeltinin tizeri deiyonize su ile 100 ml ye tamamlanmistir (Puri and Kalra, 2005)

0,02 M pH 4 sodyum asetat tamponu: M = m/ V.MA formiiliinden gereken miktar
belirlenmistir. Belirlenen miktar 100 ml’lik hacim i¢in oncelikle 90 ml deiyonize su da
¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra glacial asetik asit ile pH 4’e ayarlanmistir. Cozelti deiyonize su

ile 100 ml ye tamamlanmugtir (Tran et al. 2020).
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Dietilen glikol (%090): 90 ml dietilen glikol alinarak 10 ml deiyonize su ile

karigtirilmastir.

4 M NaOH c¢ozeltisi: M = m/ V.MA formiiliinden gereken miktar belirlenmistir. 100

ml i¢in belirlenen miktar 100 ml deiyonize su igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.

Sepharose 4B-L-Tirozin p-Amino benzoik asit afinite kolonu c¢ozeltileri

Dengeleme ve Yikama Cozeltisi (0,05 M Na2HPO4 pH 5,0): 3,55 gr Na2HPO4
tartildi, 400 mL saf suda ¢oziildli, pH metre ile pH degeri 5 olarak ayarlandi. Daha sonra toplam

hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlanmuistir.
Eliisyon Cozeltisi (Tris/HCI 0,8 M Askorbik asit pH 8,5): 2,42 gr tris ve 3,96 gr

askorbik asit tartilip 15 mL saf suda ¢oziildii, pH 7 olarak ayarlandi. Ardindan toplam hacim

saf su ile 25 mL’ye tamamlanmistir.

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ¢azeltileri

SDS PAGE icin Ayirma Jeli: 5 mL 1M Tris-HCI (pH: 8,8), 4,4 mL %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,2 mL %10’luk SDS, 0,13 mL %5°’lik TEMED, 0,1 mL %]1,5’lik PER ve

3,15 mL saf su karistirilmastir.

SDS PAGE i¢in Yigma Jeli: 0,41 mL 1 M Tris-HCI (pH: 6,8), 0,44 mL %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,03 mL %10’luk SDS, 0,03 mL %5’lik TEMED, 0,1 mL %]1,5’lik PER ve
2,450 mL saf su karistirilmistir.

Giimiis Boyama Tespit Cozeltisi: 60 mL saf su, 30 mL %90°lik etanol ve 10 mL asetik

asit karistirllmistir.

Giimiis Boyama Rediiksiyon Cozeltisi: 4,8 gr sodyum asetat, 45 mL etanol ve 80 mL
saf su karistirilmis, CH3COOH ile pH 6’ya ayarlanmistir. 150 mg sodyumtiyosiilfat 3 mL
gluteraldehit eklenmistir.

Giimiis Boyama Giimiis Nitrat Cozeltisi: 150 mg AgNO3, 150 mL saf su, 3 uL

formaldehit karistirilarak boyamadan hemen 6nce hazirlanmistir.

Giimiis Boyama Yikama 1 Cozeltisi: 3,75 g Na2CO3, 270 mL saf su 120 puL
formaldehit karistirilarak hazirlanmistir. Giimiis Boyama Yikama 2 Cozeltisi: 12,5 mL asetik

asit, 1 mL gliserin saf su ile 250 mL’ye tamamlanmaistir.

Giimiis Boyama Yikama 2 Cozeltisi: 12,5 mL asetik asit, 1 mL gliserin saf su ile 250

mL’ye tamamlanmigtir.
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Aapergillus niger ATCC 1688 izolatinin gelistirilmesi

-80°C’de muhafaza edilen saf kiif izolat1 %0,1 oraninda naringin eklenerek hazirlanan
Potato Dextrose Agar (PDA) besiyerine 6ze yardimiyla ¢izilmistir. Cizim sonrasi kiifler 30-
32°C’de 72-96 saat siire ile inkiibe edilmistir. Gelisim sonunda yapilan reizolasyon islemi ile

saf kiiltiir tazelenmistir.

Besiyeri optimizasyonu

Gelisim saglandiktan sonra kati besiyerinden alinan bir ful lop kiiltlir asagida belirtilen
0zel olarak hazirlanan ve 0,1 M HCl ve 0,1 M NaOH c¢ozeltisi ile pH 4.5 ve pH 6.5’e ayarlanan
farkli besiyeri ortamlarina aktarilmigtir (Tablo 4). Daha sonra inkiibasyon siiresi boyunca her
giin pH ve aktivite testi yapilmistir. Boylece en uygun ekstraseliiler enzim aktivitesi gdsteren

besiyeri ortami1 belirlenmeye ¢alisilmistir.

Tablo 4. Aspergillus niger i¢in pH 4.5 ve pH 6.5’¢ Ayarlanarak Hazirlanan Farkli Besiyeri
Ortamlar1

1. ortam g/L 2. ortam g/L 3. ortam g/L
KH2PO4 1 KH2PO4 1 KH2PO4 1
MgSO4 0,5 MgSO4 0,5 MgSO4 0,5
KCI 0,5 KCI 0,5 KCI 0,5
NaNO3 2 NaNOs3 2 NaNOs3 2
Pepton 1 Pepton 1 Yeast Extract 1
Yeast Extract 1 Naringin 1 Naringin 1
Naringin 1

4. ortam g/L 5. ortam g/L
KH2PO4 1 SDB 30
MgSO4 0,5 Naringin 1
KCI 0,5
NaNO3 2
Naringin 1

Naringinaz enzim aktivitesinin ol¢iimii
Enzim aktivitesinin belirlenmesi

Fermentasyondan sonra besiyeri 15000 rpm’de 3 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatan,

naringinaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in toplanmistir (Sekil 21). Naringinaz aktivitesi igin,
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Davis'in (Davis, 1947) spektrofotometrik yontemine dayali olarak Puri and Kalra (2005)’in
modifiye yondemi kullanilmistir. i¢inde 0.8 mL %0.1 naringin ¢6ziilmiis 0.1 M asetat tamponu
(pH 4.0) ve 0.2 mL kiiltiir filtrat1 igeren siipertanat, 40 °C'de 60 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra, 2.5 mL %90 dietilen glikole 50 uL inkiibe edilen ¢ozeltiden ve ardindan 50 uL 4N NaOH
ilave edilerek karistirilmis ve oda sicakliginda 10 dakika tutulmustur. Substrat (naringin) ve
hidrolize iiriinler (prunin, naringenin) reaktif ile reaksiyona girerek sar1 renk olusturur, ancak
bunlarin renk yogunlugu farklidir. Sar1 kalkonlar spektrofotometrede 420 nm absorbans dalga

boyunda 6l¢lilmiistiir.

@ e
o
\f }
A
ATCC168

A.niger
Fermantasyon — Naringinaz
30-32 °C 4-5 giin Santrifiijleme aktivitesi
15.000 rpm’de 3 dk belirleme

Sekil 21. Naringinaz aktivitesi belirleme asamalari

Enzim aktivitesinin belirlenmesi, standart olarak saf naringin kullanilarak hesaplanmas.
Bir tinite (IU) naringinaz aktivitesi, analiz sartlarinda dakikada 1pmol naringin/ml'yi hidrolize

edebilen enzim miktar1 olarak tanimlanmaistir.

Naringin, Davis yontemiyle hesaplanmistir (1947). Analizde kullanilmak iizere standart
naringin ¢ozeltileri (1000 ppm stok ¢ozelti) hazirlanmigtir. Stok ¢6zelti, 100 mg naringinin 100
ml ¢ozelti (50/50 ml etanol/deiyonize su) ig¢inde ¢6ziilmesiyle hazirlanmigtir. 100, 200, 300,
400, 500 ve 600 ppm standart ¢ozeltiler deiyonize su ile hazirlanmigtir. 50 uL numune veya
naringin ¢ozeltisine 2.5 mL %90 dietilen glikol ve ardindan 50 uL 4N NaOH ilave edilerek
karistirilmistir. Daha sonra oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Elde edilen sar1 rengin
optik yogunlugu 420 nm'de 6l¢iilmiistiir (Sahota and Kaur 2015). Sonuglar Sekil 22°de verilen

grafige gore hesaplanmistir.
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Sekil 22. Standart naringin grafigi
Naringinaz enziminin saflastirilmasi
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile saflastirma ve diyaliz

Proteinler yapilarinda ¢ok sayida pozitif ve negatif yiiklii aminoasit bulundurduklar1 i¢in
iyonlara benzer sekilde hareket ederler. Proteinleri sulu cozeltilerde ¢Oziiniir halde tutan,
etrafin1 c¢evreleyen su molekiilleridir. Yiiksek tuz konsantrasyonunda proteinlerin etrafini
cevreleyen su molekiilleri iyonlar tarafindan ¢ekilmekte ve bdylece proteinler ¢cokmektedir
(salting-out). Cokme olayinda proteinin iyonik siddet degeri ve molekiil agirligi etkilidir. Farkli
tuz konsantrasyonlarinda farkli proteinler ¢oker (Lehninger et al. 2000; Keha ve Kiifrevioglu
2004). Amonyum siilfat ile kismi saflastirma islemi proteinlerin bu 6zelliginden faydalanarak

gerceklestirilmistir.

Uygun besiyeri ortaminda biiyiitiilen ve naringinaz iiretimi aktivite 6l¢timii ile kontrol
edilen bakteriler 13000 g’de 1 saat santrifiij edilerek besiyeri ortamindan uzaklastirilmistir.
Stipernatant ile amonyum siilfat ¢oktiirmesi deneyleri gergeklestirilmistir. Bu amagla %0-20,
%20-40, %40-60 ve %60-80 araliklarinda amonyum stilfat ¢oktlirmesi yapilmistir. Coziinen
tuzlu hemolizat 13000 g’de 30 dakika santrifiij edilmis, ¢coken kistm minimum miktarda 20 mM
pH 6,0 olan sitrat tamponu ile ¢oziilmiistiir. Daha sonra her aralik i¢in ¢oken kisimda aktivite

Ol¢timii yapilmistir.

Coktiirmede kullanilan kati amonyum siilfat miktar1 asagidaki formiile gore

hesaplanmuistir;
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1L77x Vx(S:-5))
g(NH4):S04 =

3.54 -8,

V: Enzim ¢ozeltisinin hacmi
S1: 1’in kesri olarak ¢ozeltideki amonyum siilfat doygunlugu

S2: 1’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda yiiksek aktivite veren tuzlu ¢ozeltiler 20 mM
pH 6,0 olan sitrat tamponuna kars1 12 saat diyaliz edilmistir. Diyaliz sonrasi aktivite 6l¢tiimii ve

kantitatif protein tayini yapilmistir.

Bradford yontemi ile kantitatif protein tayini

Coomassie brillant blue G-250 boyasi negatif yiikliidiir, proteindeki pozitif yiikli
aminoasitlere baglanir. Boyanin proteine baglanmasi boyanin kirmizi formunun (Amax 465)
mavi forma (Amax 595) donilismesini saglamaktadir. Bu degisim spektrofotometre ile 6l¢iiliip
degerlendirilebilir. Yontemin hassasiyeti oldukga disiiktir (1-100 pg), 2 dakikada
gerceklestirilir, tekrarlanabilir ve renk stabilitesi yaklasik 2 saat siirmektedir (Bradford 1976).

Naringinaz enziminin iyon degisim kromatografi teknigi ile saflastirilmast

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra diyaliz edilen numune iyon degisim kolonuna
(DEAE-Sepharose Fast Flow column) uygulanmistir. Bu amagla once kolon materyali
hazirlanmistir. DEAE-Sepharose Fast Flow bir anyon degistirici kolondur. Once kolon
materyali homojen oluncaya kadar alt {ist edilmis ve 30 mL kadar alinmistir. Dibe ¢6kmesi
beklenen jelin iistiinde kalan s1v1 kisim dikkatlice atilmis ve birkag kere saf su eklenerek ayni
isleme devam edilmistir. Yikandig1 diisiiniilen jel, kolona doldurulmus (1,6 x 20 cm), perilstatik
pompaya baglanarak saf su ile ytkanmaya devam edilmistir. 20 mM pH 6,0 olan sitrat tamponu
kolon dengeleninceye kadar uygulanmistir. Kolondan alinan ¢ozeltinin pH degeri pH 6,0’ya
esitleninceye kadar yikama islemine devam edilmistir. Kolon yikanip dengelendikten sonra
diyalizden alinan numune kolona uygulanmaistir. Eliisyon islemi 20 mM pH 6,0 sitrat tamponu
icinde gradientli NaCl ¢ozeltisi (0- 1 M) ile gergeklestirilmistir. Eliisyon 3 mL’lik fraksiyonlarla

tiiplere alinmis ve her tiip i¢in A2go ve enzim aktivite degeri 6lgtilmiistiir (Chen et al. 2013).

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel (SDS-PAGE) elektroforezi ile enzim
safliginin kontrolii

Naringinaz saflastirildiktan sonra %3-8 kesikli SDS-PAGE yontemi Laemmli metoduna

gore yapilarak enzimin safligt kontrol edilmistir (Laemmli 1970). Bunun igin Oncelikle
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elektroforez plakalar1 alkol ve su ile yikanmustir. Once ayirma jeli hazirlanarak enjektor
yardimuiyla {ist kisimda 2 cm kalincaya kadar plakalarin arasina doldurulmustur. Jel polimerize
olmas1 beklenmistir. Yigma jeli hazirlanip polimerize olan jelin iist kisminda bulunan bosluga
doldurulmustur ve numunenin koyulacagi kuyucuklarinin olusmasi icin bir tarak dikkatlice
yerlestirilmistir. Yigma jelinin katilasmasinin beklenmesi siiresince 1slatilmis bir siizgeg¢ kagidi
sistemin {lizerine kapatilarak jelin kurumasi onlenmistir. Yigma jeli iyice katilastiktan sonra
tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartilmis ve ardindan jel plakalarla birlikte dikkatli bir sekilde
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Elektroforez tankinin hem alt hem de iist kismina yiiriitme
tamponu doldurulmustur. Daha sonra enzim 6rnekleri yaklasik 20 dg protein olacak sekilde
hazirlanmistir. En son toplam hacim 50 dl olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu
katilarak 3 dakika kaynar su banyosunda inkiibe edilmistir. Daha sonra elektroforez tanki
kapatilmistir ve elektroforez tankinin alt tarafindan (+) anot, st tarafindan ise (-) katot
yerlestirilmis. Numuneler jelin alt sinirina gelinceye kadar dnce 80 voltta 20 dakika daha sonra
100 volt’ta yiirttiilmiistiir. Yiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel
dikkatlice ¢ikarilmig ve sabitlestirme ¢ozeltisine konulmustur. Sabitlestirme ¢ozeltisi i¢erisinde
20 dakika bekletilen jel, daha sonra ¢ikarilarak ¢alkalayici {izerindeki boyama ¢ozeltisinde 2
saat bekletilmistir. Siire sonunda boyama ¢ozeltisinden alinan jel, daha sonra yikama ¢ozeltisine
alinip rengi agilip, protein bantlar1 belirginlesene kadar calkalayicida bekletilmistir. Ardindan

belirginlesen jel fotografi ¢cekilmistir.

Naringinaz enziminin Kinetik ve karakteristik ézelliklerinin belirlenmesi

Saflagtirma islemlerinden sonra elde edilen naringinaz enziminin Km Ve Vmax
degerlerinin 6lciilmesi amaciyla en az 5 farkli substrat miktariyla aktivite 6l¢timii yapilmis, elde

edilen sonugclar ile Lineveawer-Burk grafigi cizilip, hesaplamalar ger¢eklestirilmistir.

Ardindan enzimin optimum iyonik siddet degerinin arastirilmas1 amaciyla 0,01 M, 0,05
M, 0,1 M, 0,5 M ve 1,0 M konsantrasyonlarinda asetat tamponu hazirlanarak aktivite 6l¢timii

yapilmistir.

Naringinaz enziminin optimum pH degeri pH 3,0 ile pH 8,0 arasinda aranmig, optimum
sicaklik degeri icin ise 20°C ile 70 °C arasinda 10’ar derecelik araliklarla aktivite dl¢timii
gergeklestirilmistir.

Naringinaz enzimi aktivitesi iizerine baz1 metallerin etkisinin belirlenmesi

Aspergillus niger ATCC 1688’den saflastirilan naringinaz enziminin aktivitesi {izerine
Mn?*, Pb?*, Cu?*, Fe?*, Mg?", KCI ve KCIO3’ iin etkisini arastirmak amaciyla aktivite
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Olctimiinde 0,7 mL 0,1 M pH 4,0 olan asetat tamponuna 0,1 mL 1 mM metal ¢ozeltisi eklendi.

0,2 mL enzim ¢ozeltisi ilave edilen karisimin aktivite 6l¢iimii gergeklestirildi. (Tran et al. 2020)

Greyfurt suyuna uygulanan islemler
Taze sikilmig greyfurt suyunun pastorizasyonu

Greyfurt sulari, pektolitik enzimlerden dolayr bulaniklik kaybmna ve igerigindeki
pektinden kaynakli jel olusumuna meyillidirler. Ayrica greyfurt suyunun mikrobiyal olarak
bozulmasinin engellenmesi gerekmektedir. Bu yilizden greyfurt suyu pastorize edilmelidir. Bu
calisma da taze sikilmis ve pH degeri 3.40 olan greyfurt suyu cam siselere doldurulmus,
termostatli su banyosunda greyfurt suyu sicakligi 85-90 °C’ye kadar getirilmistir. Sicaklik
Olglimii cam sisenin igerisine yerlestirilen termometre ile Ol¢iilmiistiir. Greyfurt suyu bu

sicaklikta yaklasik 2 dk tutularak pastérize edilmistir (Cemeroglu, 2013).

Saflastirilan naringinaz enziminin meyve suyuna islenmesi

Taze sikilmig ve pastorize edilmis 50 ml greyfurt suyunun sicakligi 45-50 °C’ye
getirilerek saflagtirilmig enzimden Tablo 5’te verilen ii¢ farkli konsantrasyonda ilave edilmis
ve ardindan ti¢ farkli sicaklikta enzim aktivitesi i¢in inkiibe edilmistir. Enzim uygulamasindan
sonra meyve suyunda bazi fizikokimyasal 6zellikleri ve antioksidan aktivite degisimlerinin
belirlenmesi i¢in 1 ve 5 saat olmak {izere iki farkli inkiibasyon siiresi sonunda greyfurt sularinin

analizleri yapilmstir.

Tablo 5. Saflasgtirilmis Enzimin Uygulama Sartlari

Uygulanan Inkiibasyon Inkiibasyon
konsantrasyon (ml/50 sicakligr (°C) sicakligr (°C)
ml)

25 (1 saat) 25 (5 saat)

0.1 35 (1 saat) 35 (5 saat)

45 (1 saat) 45 (5 saat)

25 (1 saat) 25 (5 saat)

0.5 35 (1 saat) 35 (5 saat)

45 (1 saat) 45 (5 saat)

25 (1 saat) 25 (5 saat)

1 35 (1 saat) 35 (5 saat)

45 (1 saat) 45 (5 saat)
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Sekil 23. Enzim ilave edilmis greyfurt sulari
Analitik analizler
Suda ¢oziiniir kurumadde

Orneklerin naringinaz enzim uygulamasi oncesinde ve sonrasinda suda ¢dziiniir
kurumaddesi Abbe refraktometre (WY A-2 W, Shanghai Precision & Scientific Instrument Co.
Ltd., Cin) ile Brix olarak belirlenmistir. (Cemeroglu, 2013).

pH tayini

Orneklerin naringinaz enzim uygulamasi dncesinde ve sonrasinda pH &l¢iimii pH metre
(Mettler Toledo Seven Compact™S210) ile 6l¢iilmiistiir. pH metre daha nceden pH 4.01, 7.00,

10.00 olan buffer ¢ozeltileri ile standardize edilmistir.

Titrasyon asitligi tayini

Orneklerin naringinaz enzim uygulamasi dncesinde ve sonrasinda titrasyon asitligi,
Cemeroglu (2013)’e gore uygulanmis olup, dérneklerden 10 ml alinarak 30 ml deiyonize su ile
seyreltilmistir. Seyreltilen 6rneklere indikator olarak 3-4 damla fenolfitaleyn ileve edilmistir.
Daha sonra 4 N NaOH ¢ozeltisi ile renk doniinceye kadar titre edilmistir. Renk doniistimiiniin
goriildiigli noktada harcanan NaOH miktar1 belirlenmis olup asagida verilen formiilde sonug

sitrik asit cinsinden hesaplanmistir.

Titrasyon asitligi (%) = (V) x (f) x (E)
(M)
V: Harcanan 0.1 N NaOH miktar1 (mL)
f: Titrasyonda kullanilan baz ¢zeltisinin normalitesi. (C6zeltinin normalitesi tam olarak
0.1 oldugundan f degeri hesaplamalarda 1 olarak alinmistir)
E: 1 mL 0.1 N NaOH’1n esdegeri asit miktari
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M: Titre edilen 6rnegin gercek miktari

Renk degerleri

Taze sikilmig ve pastorize edilmis greyfurt sularinin baslangi¢, enzim uygulanmis ve
probiyotik bakteri inokiile edilerek depolanmis 6rneklerinde renk, Sudraud'un (1958) renk
yogunlugunu (IC), 420 ve 520 nm'de 6lgiilen absorbans degerlerinin toplami ve renk tonu, 420
nm'deki absorbansin 520 nm'deki absorbansa orani olarak kullanilan yontem ile 6l¢iilmiistiir.
Kalkan Yildirim (2009)’a goére renk yogunlugunu (IC”) 420, 520 ve 620 nm'de absorbans
toplam1 olarak tanimlanan metot kullanilmistir. Ayni zamanda kirmizi, sar1 ve mavi renk
boyutlari, Kalkan Yildirim (2009)’da tanimlanan, L*, a* ve b* tarafindan olusturulan tek tip ti¢
boyutlu bir uzay olan CIELAB uzayi kullanilarak belirlenmistir. Kolorimetrik koordinatlarda
dikey eksen L*, tamamen opak (0) ile tamamen seffaf (100) arasinda bir agiklik dl¢iistidiir, ton
dairesinde a*, kirmizilik (veya a*: yesillik) ve b* sarilik dl¢iistidiir (veya b*: mavilik). Yani
pastorize edilmis greyfurt sularinin renk Ol¢imleri Kalkan Yildirim (2009)’daki
modifikasyonlara gore yapilmistir. Analiz, microplate spectrofotometre kullanilarak A420 nm,
A520 nm, A620 nm absorbans degerlerinde 1 mm hiicre yolu uzunlugu kullanilarak
spektrofotometrik dlclimler ile gerceklestirilmistir. Yapilan analizde renk yogunlugu, renk

tonu, kirmizi renk orani, sar1 renk orani ve mavi renk orani degerleri;

Renk yogunlugu (IC7)= A420 + A520 + A620

A420
Renk tonu (T) =
AS520
AS20x 100
Eirmizi renk oram (%B)=
Ice
A420x 100
Sari renk oram (%Y )=
I
AGZ0x 100
Mavi renk oram (%B)=
I

Formiilleri kullanilarak belirlenmistir.

Antioksidan aktivite

Naringinaz enzimi ilave edilmis greyfurt sularinda DPPH" serbest radikal giderme
ativitesinin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda naringinaz enzimi ilave edilen greyfurt sularinda DPPH®

serbest radikal giderme aktiviteleri Balaydin et al. (2010)’a gore belirlenmistir. Etanolde
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hazirlanan 1 mM’lik DPPH" ¢ozeltisi serbest radikal ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Deney
tiiplerine 25, 50 ve 75 pg/ul konsantrasyon olusturulacak sekilde 6rnek (naringinaz enzimi ilave
edilen ve edilmeyen) ¢ozeltilerinden ii¢ paralelli olarak aktarilmistir. Daha sonra toplam hacim
etanol ile 2.5 ml’ye tamamlanmistir. Stok DPPH® ¢ozeltisinden her bir tiipe 1’er ml eklenmis
ve tiipler vortekslenerek karanlik ortamda yarim saat inkiibasyona birakilmiglardir.
Absorbanslar 517 nm dalga boyunda kore karsi 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir. Azalan absorbans
degerleri kalan DPPH* ¢ozeltisi miktarin1 veya farkli bir deyisle serbest radikal giderme

aktivitesini vermistir. Kontrol: 2 ml etanol ve 0,5 ml DPPH* ¢6zeltisinden olusturulmustur.

Ayr1 ayr1 BHA, BHT, Troloksu 25, 50 ve 75 ug/ml konsantrasyonlarda igeren
cozeltilerin 517 nm dalga boyunda belirlenen absorbans degerleri kullanilarak % inhibisyon

degerleri belirlenmistir.
%Inhibisyon= [(ApppH-AeksTrAKT)/ApppH] X100

ApppH; DPPH® sahit 6rneginin absorbans degeri

AekstrakT; Ornek ekstraktinin absorbans degerini ifade etmektedir.

Belirlenen %inhibisyon degerlerine kars1 6rnek konsantrasyonlari bir grafige aktarilmig
ve lineer regrasyon analizi uygulanarak orneklere iliskin egriler ve denklemlerine ulasilmistir.
Esitlikler yardimiyla 6rnekler ve standart antioksidanlarin ICso degerleri (radikalin %50’sinin

inhibisyonunu saglayan konsantrasyon) hesaplanmistir.

Naringinaz enzimi ilave edilmis greyfurt sularinda ABTS'™ giderme ativitesinin
belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda naringinaz enzimi ilave edilen greyfurt sularinda ABTS™ radikali
giderme aktiviteleri Koksal et al. (2009)’a gore belirlenmigtir. ABTS™ radikalleri; saf su ile 2
mM konsantrasyonda hazirlanan ABTS (2,2"-Azino-bis(3-etilbenzttiyazolin-6-siilfonik asit))
¢oOzeltisine, 2,45 nM potasyum persiilfat ¢ozeltisinin ilavesiyle 1 gece oda sicakliginda ve
karanlikta karistirarak tiretilmistir. Yiiksek antioksidan 6zellik gosteren greyfurt sularinin renk
doniistimiinii dogrusal olarak daha kolay belirlenmesi i¢in deney tiiplerine 10, 20 ve 30 pg/pl
konsantrasyonlarda 3’er paralelli olarak ornek cozeltilerinden aktarilmis daha sonra toplam
hacim etanol ile birlikte 1,5 ml’ye tamamlanmistir. Ardindan her bir tiipe 0,5’er ml ABTS™"
coOzeltisi ilave edilmistir. Vortekslenip oda sicakliginda ve karanlikta yarim saat inkiibe edilen
numunelerin absorbanslar1 734 nm dalga boyunda kore karsi dlciilerek kaydedilmistir. Kontrol:

0,5 ml ABTS™" iizerine 1,5 ml etanol eklenerek hazirlanan ¢dzeltiden olusmaktadr.
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BHA, BHT, Troloksu 10, 20 ve 30 pg/ml konsantrasyonlarda igeren ¢ozeltilerin 734 nm
dalga boyunda belirlenen absorbans degerleri kullanilarak % inhibisyon degerleri

belirlenmistir.
%Inhibisyon= [(AasTs-AeksTrRAKT)/AasTs] X100

Burada, Aagts; ABTS'™ sahit orneginin absorbans degeri ve AgkstrakT; Ornek

ekstraktinin absorbans degerini ifade etmektedir.

Belirlenen %inhibisyon degerlerine karsi 6rnek konsantrasyonlari bir grafige aktarilmis
ve lineer regrasyon analizi uygulanarak orneklere iligskin egriler ve denklemlerine ulasilmistir.
Esitlikler yardimiyla 6rnekler ve standart antioksidanlarin ICso degerleri (radikalin %50’sinin

inhibisyonunu saglayan konsantrasyon) hesaplanmistir.

Naringinaz enzimi ilave edilmis greyfurt sularinda toplam fenolik madde
miktarlarinin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda naringinaz enzimi ilave edilen greyfurt suyundaki toplam
fenolik madde miktar1 Folin &Ciocalteu reaktifi kullanilarak Singleton et al. (1999)’a gore
belirlenmistir. Stok ¢ozeltiden 1000 pg alinarak ultra saf su ile 23 ml’ye tamamlanmigtir.
Cozelti lizerine 0,5 ml Folin&Ciocalteu reaktifi ilave edilmistir. Karigim 3 dk bekletildikten
sonral,5 ml %2’lik Na,COs ¢ozeltisinden ilave edilmis ve 2 saat karanlik bir ortamda oda
sicakliginda karistirildiktan sonra absorbanslar 760 nm dalga boyunda kore karsi okunmustur.
Gallik asit standart fenolik bilesik olarak kullanilmis ve hazirlanan standart grafik yardimiyla
sonuglar pg GAE (Gallik Asit Ekivaleni)/mg ekstrakt olarak verilmistir. Analiz her bir 6rnek

i¢in 3 kere tekrarlanmustir.

LC-MS/MS ile fenolik bilesen profilinin tespiti

Greyfurt sularmin fenolik bilesenleri, Agelent 6464 LC-MS/MS cihazinda analiz
edilmistir. Analizde 3.5 pum partikiil boyutlu, ZORBAXTB C18 4.6x100 mm kolon
kullanilmistir. Mobil faz olarak %0.1 formik asit iceren deiyonize su (A) ve asetonitril (B)
kullanilmistir. Mobil faz programi; 0-4 dk araliginda 95:5 A:B’den 5:95 A:B’ye lineer
gradiyent, 4-7 dk 80:20 A:B’den 20:80 A:B’ye 7-14 dk 10:90 A:B’den 90:10 A:B’ye 14-15 dk
10:90 A:B’den 90:10 A:B’ye 15-15.10 dk 5:95 A:B’den 95:5 A:B’ye mobil faz akis hiz1 0.4
mL/dk olarak ayarlanmistir. Calisma boyunca kolon sicakligi 30°C’de tutulmustur. Nebuluzer
gaz akis1 12 L/dk, kurutucu gaz akis1 5 L/dk, dedektor sicakligi 350°C, hava blogu sicakligi
250°C seklinde ayarlanmigtir. Molekiillerin iyonlastirilmasinda ESI (Elektrosprey iyonlasma)
ve Agilent Jet Stream (Agilent jet akis) iyonlastiricilar kullanilmistir. Molekiillerin

tanimlanmasinda MRM (Coklu reaksiyon goriintiileme) modu kullanilmistir. Kolonsuz olarak
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her bir fenolik madde icin MRM optimizasyonu yapildiktan sonra standartlarin 1, 5, 10, 25, 50,

100, 200, 500 ppb derisimlerini iceren karisim analiz edilerek kalibrasyon egrileri ¢izilmistir.

Naringinaz Enzimi ilave edilmis greyfurt sularinda naringin ve naringenin
konsantrasyonunun belirlenmesi

Standart madde hazirlanmasi

Standart naringin ¢6zeltisi (%0.1), Ribeiro and Ribeiro (2008) yonteminde belirtildigi
gibi HPLC’de analiz edilmek iizere absolute etanol:sodyum asetat tamponu (0.02 M, pH 4.0)
ile (1:1) (v:v) karisimi ile 1000 ppm olarak hazirlanmistir. Ayni sekilde standart naringenin
(%0.1) ¢ozeltisi naringin ¢ozeltisinde oldugu gibi absolute etanol:sodyum asetat tamponu (0.02
M, pH 4.0) ile (1:1) (v:v) karisimi ile 1000 ppm olarak hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiler
0.02 M, pH 4.0 sodyum asetat tamponu ile seyreltilerek naringin ¢ozeltisinden 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 ppm ¢ozeltiler naringeninden ise 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60 ppm’lik toplamda 11 standart ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 6rnek

hazirlamada (2.2.9.b) belirtilen HPLC sartlarinda analiz edilmis ve standart kurve ¢izilmistir.

Orneklerin hazirlanmast

Naringinaz aktivitesini arastirmak i¢in enzim ile muamele edilmis greyfurt sularindaki
naringin ve naringenin igerikleri HPLC yontemi ile tespit edilmistir. HPLC yontemi ile,
naringin ve naringenin igeriklerindeki degisiklikleri belirlemek i¢in Ribeiro ve Ribeiro (2008)
yonteminde modifikasyonlar uygulanarak gerceklestirilmistir. Kullanilan HPLC sistemi
(Thermal Scientific Corporation, ABD) dortlii bir pompa, bir otomatik ornekleyici, bir
fotodiyot dizisi (PDA) detektorii ve bir Supelcosil TM LC-18 siitunundan (250 x 4.6 mm, 5
um) olusmaktadir. Mobil faz, asetonitril (A) ve deiyonize sudan (B) olusturulmustur. Ayirma,
bir gradyan programi kullanilarak gercgeklestirilmistir: 0-8 dak. %23 A; 8-15 dk 23 %65 A
lineer; 15-20 dk %65-70 A lineer; 20-21 dakika %70-23 A lineer; 21-22 dakika %23 A.

Kromatogram 280 nm'de belirlenmistir. Ornekler ise asagida belirtildigi gibi hazirlanmigtir.

Santrifiijlenmis naringinaz enzimi ilave edilmis greyfurt sular1 0,45 pm por ¢apina sahip
enjektor filtrelerinden gecirilmistir ve 1:4 (v:v) oraninda sodyum asetat tamponu ile 0.02 M,
pH 4.0 ile seyreltilmistir, ardindan yukarida belirtilen sartlardaki HPLC yontemiyle analiz

edilmistir.
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Probiyotik bakterilerin naringinaz iiretimi icin secilmesi
Lactopacillus bakteri izolatlarinin gelitirilmesi

-80°C’de muhafaza edilen 5 saf probiyotik bakteri izolatlar1 % 0,1 oraninda naringin
eklenerek hazirlanan MRS agar besiyerlerine 6ze yardimiyla ¢izilmistir. Cizim sonrast 37 °C
sicaklikta 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra gelisen bakterilerden 1 ful lop alinarak % 0,1
oraninda naringin eklenerek hazirlanan MRS broth besiyerlerine aktarilmis ve 37 °C sicaklikta
24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda naringinaz enziminin aktivite testi

yapilarak en iyi naringinaz aktivitesi gosteren ii¢ sus sec¢ilmistir.

Lactobacillus bakterileri icin besiyeri optimizasyonu

Secilen ti¢ sus Tablo 6°da verilen, bes farkli ortama %1 oraninda inokiile edilmis ve 37
°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda pH degisimi gézlemlenmis ve

aktivite 6l¢imii yapilarak en iyi enzim aktivitesi gosteren besiyeri ortami belirlenmisgtir.

Tablo 6. Lactobacillus igin Besiyeri Ortamlar1

1. ortam g/L 2. ortam g/L 3. ortam g/L
Pepton 5 Pepton 5 Pepton 5
K2HPO4 2 K2HPO4 2 K2HPO4 2
MgSO4 0,2 MgSO4 0,2 MgSO4 0,2
MnSOg4 0,05 MnSOg4 0,05 MnSQOg4 0,05
Yeast Extract 5 Yeast Extract 5 Glikoz 3
Glikoz 3 Sodyum Asetat 5 Sodyum Asetat 5
Sodyum Asetat 5 Amonyum Sitrat 2 Amonyum Sitrat 2
Amonyum 2 Naringin 1 Naringin 1
Sitrat
Naringin 1

4. ortam g/L 5. ortam g/L
K2HPO4 2 MRS broth 52,2
MgSO4 0,2 Naringin 1
MnSOg4 0,05
Yeast Extract 5
Glikoz 3
Sodyum Asetat 5
Amonyum Sitrat 2
Naringin 1
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Lactobacillus plantarum bakterilerinin Naringinaz Enzim aktivitesinin belirlenmesi

Fermentasyondan sonra daha 6nceden probiyotik olduklar1 belirlenmis L. plantarum

bakterilerinin inkiibasyonu sonunda besiyerleri 15000 rpm’de 3 dakika santrifiijlenmistir.

Stipernatant, naringinaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in toplanmustir (Sekil 24). Naringinaz

aktivitesi 24°de belirtildigi gibi besiyerinde bulunan naringindeki azalma miktarini belirleme

ile gerceklestirilmistir. Bir {inite naringinaz aktivitesi, deney kosullarinda mL ve dakika basina

1 pug naringini hidrolize edebilen enzim miktar1 olarak tanimlanmaistir.

Lactobacillus
bacteria

LB

On Fermantasyon
37 oC 24 saat ;I 2C 24 saat

Sanuifiiileme

15000 rpmyde 3 dk

Enzim Aktivitesi
Belirleme

Sekil 24. L. plantarum bakterilerinin enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Probiyotik bakterilerin greyfurt sularimna aktarilmasi

Belirlenen probiyotik bakteriler yapilan bir arastirma (Tran et al. 2020) sonucunda en

yiiksek aktivite gosteren oranda (%#4), tekli, ikili ve tglii kiiltiir kombinasyonlar1 seklinde

greyfurt suyuna inokiile edilerek 4 hafta boyunca fermantasyona tabi tutulmustur.

Fermantasyon siiresi boyunca bazi fizikokimyasal 6zellikleri, antioksidan kapasitesi ve fenolik

bilesik icerigindeki degisimler belirlenmistir.
sartlarinda 14 farkli kombinasyonu ile Tablo 7°de belirtildigi gibidir.

Inokiile edilen bakteriler farkli sicaklik

Tablo 7. Mikroorganizmalarm Inokiilasyon Kombinasyonlar1 ve Sicakliklar

Mikroorganizma Kombinasyonlari

Sicakhik

©WooNoTOk~whE

L.plantarum ACC 54

L.plantarum ACC 28

L.plantarum 250

L.plantarum ACC 54- L.plantarum ACC 28
L.plantarum ACC 54- L.plantarum 250

L.plantarum ACC 28-L.plantarum 250

L.plantarum ACC 54-L.plantarum 65-L.plantarum 250
L.plantarum ACC 54

L.plantarum ACC 28

L.plantarum 250

L.plantarum ACC 54- L.plantarum ACC 28
L.plantarum ACC 54- L.plantarum 250

L.plantarum ACC 28-L.plantarum 250

L.plantarum ACC 54-L.plantarum ACC 28-L.plantarum 250

25°C

370C
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Greyfurt suyundaki probiyotik mikroorganizmalarin sayim

Calismamizda mikroorganizmalar ve olusturulan kombinasyonlar1 greyfurt sularina
eklendikten sonra meyve suyunda toplam bakteri sayimi yapilmis olup meyve suyunun
probiyotik o6zellik tasiyip tasimadigi belirlenmistir. Bunun igin; L.plantarum ACC 54,
L.plantarum ACC 28 ve L.plantarum 250 bakterilerinin sayimu ile birlikte L.plantarum ACC
54- L.plantarum ACC 28, L.plantarum ACC 54- L.plantarum 250, L.plantarum ACC 28-
L.plantarum 250 ve L.plantarum ACC 54-L.plantarum ACC 28-L.plantarum 250 bakterilerinin
kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt sularinda hem 25 °C’lik hem de 37 °C’lik
sicakliklarda depolamanin ilk {i¢ giinii ve daha sonra 2 ve 4. haftanin sonlarinda sayim
yapilmistir. Greyfurt sularindaki probiyotik bakteri kolonilerinin sayimi i¢in klasik yayma
kiiltiir yontemi kullanilmistir. Analiz i¢in 8,5 g NaCl 1 L saf su igerisinde ¢oziindiiriilerek
hazirlanan %85°lik fizyolojik su 9’ar ml miktarda tiliplere aktarilarak hermetik olarak
kapatilmistir. Hazirlanan tiipler 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir. Aseptik
kosullar altinda 6rneklerden igerisinde 9 ml steril fizyolojik su bulunan tiiplere 1’er ml alinarak
aktarilmis ve 10 ‘e kadar diliisyonlara seyreltilmistir. Daha sonra seyreltilmis drneklerden 0,1
ml alinarak MRS Agar ilizerine 2 paralel olarak yayma kiiltiir yontemi ile yayilmistir.
Inkiibatorde 30-32 °C’de mikroorganizmalar 2-3 giin inkiibe edildikten sonra olusan koloniler
(kob/ml) sayilmistir. Bakterilerin sayimi depolama boyunca 1. giin, 2. hafta ve 4. hafta’da
bakilmigtir. Probiyotik bakteri sayim sonuglart logaritmik degerleri hesaplanarak

kaydedilmistir (Tran et al. 2020).

istatistiksel analizler

Arastirma, 1 Greyfurttan taze sikilmis meyve suyu Aspergillus niger ATCC 1688’den
elde edilen 3 farkli enzim konsantrasyonu (%0.1, %0.5, %1) x 3 farkli sicaklik uygulamasi (25
°C, 35 °C, 45 °C) x 2 farkli inkiibasyon siiresi (1 saat ve 5 saat) bununla birlikte 3 probiyotik
bakterinin 7 farkli kombinasyonu (2.2.13’te belirtilen) x 2 farkli depolama sicaklig: olarak
gerceklestirilmistir. Tim veriler IBM SPSS Statistics Version 20.0 paket programi kullanilarak
istatistiki  degerlendirmeye tabi tutulmustur. Varyans analizi sonucunda 6nemli c¢ikan
farkliliklara One-way ANOVA Coklu Karsilastirma testlerinden Duncan testi uygulanmaistir.
Sonuglar + standart sapma olarak verilmis ve p <0,05 ve p<0,01 olan tiim degerler istatistiki

olarak anlamli kabul edilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Aspergillus niger ATCC 1688 Besiyeri Optimizasyonu

Aspergillus niger ATCC 1688’den naringinaz liretimi i¢in hazirlanan besiyeri ortamlar1
ve gelisim siiresi igerisinde pH degisimleri ve ekstraseliiler enzim aktiviteleri Tablo 3.1°de
gosterilmistir. Besiyerlerinin baslangic pH’lar1 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCl ile 4.5 ve 6.5 olmak

tizere iki farkli pH’ya ayarlanmigstir.

Yapilan c¢alismada Aspergillus niger ATCC 1688’in 5 farkli besiyeri ortaminda
inkiibasyon siiresi boyunca (5 giin) her giin 6lgiilen pH degerlerinin fermantasyon sonucunda
baslangica gore artis gosterdigi belirlenmistir. Buna paralel olarak enzim aktivitesinde de artis
tespit edilmistir. Enzim aktivitesindeki artisin fermantasyonun 3.gilinliinden sonra biiyiik bir
oranda gergeklestigi 4. ve 5.glinlerde bu aktivitenin miktarinda diger giinlerdeki kadar ¢ok artis
olmadig1 goriilmektedir. Baslangic pH degeri 4.5’a ayarlanan besiyerleri arasinda naringinaz
enzim artis1 en ¢cok (0.06 EU/mL’den 1.47 EU/mL’e) 1. ortamda gergeklesmis olup, bu ortamda
pH degeri 4.5’ten 8.03’e kadar bir yiikselme ile 5.glinlin sonunda belirlenmistir. Baslangig¢
ortam pH degeri 4.5 olan besiyerlerinde naringinaz enzimindeki en az artis (0.53 EU/mL) ise
hazir besiyeri olan PDA’nin kullanildigr 5.ortamda gergeklesmis olup, bu ortamda pH degeri
4.5’ten 4.67’ye kadar yiikselmistir. Baslangi¢c ortam pH degeri 6.5 olan besiyerlerinde ise en
¢ok artis 1.ortamda belirlenmis olup pH degeri 6.5’ten 8.45’¢ kadar ¢ikmistir. Bunun yani sira
baslangi¢ pH degeri 6.5 olan besiyerinde 5. Ortamda diislis goriilmiis olup deger 6.5’ten 5.21°¢e
diigmiistiir (Tablo 8). Bu durumda mikroorganizmanin hazir besiyeri kullanilan 5.ortamda
besiyerinde bulunan glikozdan sitrik asit tiretmelerinden (de Olivera et al. 2022) dolay1 pH’da
bir diisme oldugu diisliniilmektedir. Ayrica enzim aktivitesi incelendiginde 5. ortamda 3.giin
sonunda bir artis tespit edilmis ve sonra tekrar bir diisiis ile 5. giinlin sonunda baslangica gore
cok fark olmadigi goriilmistiir. Yapilan bazi ¢alismalarda glikoz ve sakarozun enzim
aktivitesini baskiladig bildirilmistir (Puri et al. 2005; Mukund et al. 2013). Bu durumda hazir
besiyerinde bulunan glikozun enzim aktivitesini olumsuz etkiledigi diistiniilmektedir.
Baslangi¢ pH degeri 6.5’a ayarlanan besiyerleri arasinda naringinaz enzim artist en ¢ok (0
EU/mL’den 1.47 EU/mL’e) 1. ortamda inkiibasyonun son giiniinde (5.giin) goriilmiistiir.
Fermantasyonun 5.giiniiniin 1. ortaminda pH degeri 4.5’tan 8.03’¢e ylikselirken diger pH 6.5’tan
8.45’e yiikselmistir. Ayni sekilde fermantasyonun 4.glinlinde 1.ortamda pH 4.5’ten 7.96’a
yiikselmistir.
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Yapilan istatistiki analiz sonucunda fermentasyon siiresi, besiyeri ortam1 ve baslangi¢
pH degerinin; pH’daki degisim iizerine ¢ok 6nemli (p<0.01) etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
Fermentasyon siiresi ve besiyeri ortaminin enzim aktivitesindeki (EU/ml) degisim iizerine ¢ok
anlaml bir etkiye (p<0.01) sahip oldugu baslangi¢ pH degerinin ise dnemsiz oldugu tespit
edilmistir. ikili interaksiyonlar1 incelendiginde fermentasyon siiresi ve besiyeri ortaminin hem
enzim aktivitesi (EU/ml) hem de besiyerinde degisen pH degeri iizerine ¢ok onemli (p<0.01)
bir etki olusturdugu belirlenmistir. Fermentasyon siiresi ve baslangic pH degerinin
interaksiyonuna bakildiginda; degisimlerin enzim aktivitesi (EU/ml) iizerine etkili olmadigi,
ama pH degisiminde ¢cok anlamli (p<<0.01) bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. Besiyeri ortami
ve baslangic pH degeri interaksiyonu ise enzim aktivitesi (EU/ml) iizerine etkili olmadig1 fakat

pH degisiminde ¢ok anlamli (p<<0.01) bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 8. A. niger ATCC 1688’in pH Degeri 4.5 ve 6.5’¢ Ayarlanmig Farkli Besiyerlerinde Gelisim Siiresince Farkli Giinlerde pH ve Ekstraseliiler Enzim

Aktiviteleri
Siire 1. Giin 2. Giin
Besiyeri 1.0rtam 2.0rtam 3. Ortam 4.0Ortam 5.0rtam 1.0rtam 2.0rtam 3.0rtam 4.0ortam 5.0rtam
Ortami
Baslangt 4.5 6.5 45 6.5 45 6.5 45 6.5 4.5 6.5 4.5 6.5 45 6.5 45 6.5 4.5 6.5 4.5 6.5
¢pH
EU/mL 0,06 0 0 0.06 0 0 0.35 028 013 0.25 0.37 0.23 0.35 0.15 0.26 0.19 056 035 022 0.33
pH 5,30 5,13 4.69 6.07 464 564 570 6.58 4.47 539 5.17 5.56 4.50 5.63 6.34 5.93 596 501 405 4.60
Tablo 8. (devam)
Siire 3. Giin 4. Giin
Besiyeri 1.0rtam 2.0rtam 3. Ortam 4.0rtam 5.0rtam 1.0rtam 2.0rtam 3.0rtam 4.0rtam 5.0rtam
Ortami
Baslangt 4.5 6.5 4.5 6.5 45 6.5 45 6.5 45 6.5 45 6.5 4.5 6.5 45 6.5 45 6.5 45 6.5
¢pH
EU/mL 0.78 1.33 1.30 1.08 0.97 1.14 1.14 0.71 061 1.15 1.37 1.30 0.62 0.63 1.19 0.83 047 052 046 0.40
pH 6.34 6,64 6.14 6.46 6.80 6.41 6.08 6.26 411 444 7.96 8.11 6.48 6.82 7.08 7.52 6.32 659 411 444
Tablo 8. (devam)

Siire 5. Giin

Besiyeri 1.0rtam 2.0rtam 3. Ortam 4.0Ortam 5.0rtam

Ortami

Baslangic 4.5 6.5 45 6.5 45 6.5 4.5 6.5 4.5 6.5

pH

EU/mL 1.47 1.47 0.60 0.80 1.13 1.10 0.67 0.65 0.53 0.43

pH 8.03 8.45 6.97 7.32 7.16 7.79 6.48 7.24 4.67 5.21
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Tablo 9. A. niger ATCC 1688’in pH Degeri 4.5 ve 6.5’e Ayarlanmis Farkli Besiyerlerinde Gelisim Siiresince Farkli Giinlerde pH ve Ekstraseliiler Enzim
Aktiviteleri Varyans Analizi

Varyans

Kaynaklar1 Giin (A) Ortam (B) Baslangi¢c pH (C) AXB AXC BXC
SD 4 4 1 16 4 4 50
Ortalama
Ozellikler KO F KO F KO F KO F KO F KO F Standart
Hatasi
EU/mL 3,234 141,150 0,405 17,666 0,002 0,100 0,255 11,127 0,041 1,769 0,047 2,059 0,023
pH 11,605 1465,856 13,055 1648,942™ 4,215 532,375 1,529 193,166~ 0,349 244,109™ 0,182 22,960™ 0,008
SD:Serbestlik derecesi
*p<0,05 **p<0,01

AxB: Giin ve ortam interaksiyonu
AxC: Giin ve baglangi¢ pH interaksiyonu
BxC: Ortam ve baslangi¢ pH interaksiyonu



Tablo 10. A. niger ATCC 1688’in pH Degeri 4.5 ve 6.5’e Ayarlanmis Farkli Besiyerlerinde
Gelisim Stiresince Farkli Gilinlerde pH ve Ekstraseliiler Enzim Aktiviteleri ANOVA ve Duncan
Coklu Karsilastirma Testi

EU/mL pH
1. Giin 0,08+0,17¢ 5,36+0,65¢
2. Giin 0,30+0,13¢ 5,17+0,80°
Giin 3. Giin 1,020,312 5,97+0,90¢
4. Giin 0,78+0,37° 6,60+1,20°
5. Giin 0,88+0,39° 6,93+1,16
1. Ortam 0,82+0,632 6,57+1,47
2. Ortam 0,55+0,44° 6,11+0,91°
Ortam 3. Ortam 0,67+0,51° 6,53£0,932
4, Ortam 0,57+0,29¢ 6,22+0,58°
5. Ortam 0,45+0,30¢ 4,60+0,42¢
pH 1 0,62+0,45 5,80+1,20P
a pH 2 0,61+0,48 6,21+1,112

* Her siitun i¢in istatistiki analiz kendi i¢erisinde yapilmis ve ayn1 harfle gdsterilen ortalamalar 6nem seviyesi ayni
olarak kabul edilmistir.

Yapilan literatiir taramasi1 sonucunda Aspergillus niger 1688’in gelistirildigi farkli
besiyeri ortamlarinda pH 6l¢iimii ve enzim aktivite karsilastirilmasinin yapildigi herhangi bir
caligmaya rastlanmamistir. Calismamizda enzim {iretimi i¢in en uygun besiyeri ortami
arastirilmis olup baslangi¢c pH degeri ayarlanmis besiyerlerinde inkiibasyon siiresi boyunca pH
degisimi ve mikroorganizmanin besiyerindeki en yiiksek enzim iiretimi i¢in besiyeri pH

degerini 8.03-8.45’¢e getirdigi belirlenmistir.

Naringinaz Enzimi Saflastirilmasi ve Karakterisazyonu
Naringinaz enzimin saflastirilmasi

Besiyeri ortaminda gelistirilen naringinaz enzimi énce amonyum siilfat ¢oktiirmesine
tabi tutulmus ve %40-80 araliginda ¢oktiigii tespit edilmistir. 12 saat 20 mM pH 6,0 olan sitrat
tamponunda diyaliz edildikten sonra DEAE-Sepharose Fast Flow iyon degisim kolonunda 0-
0,8 M arasinda degisen NaCl gradienti ile eliie edilmis ve her tlip 280 nm’de protein miktar1
Olclimii ile aktivite Ol¢limiine tabi tutulmustur. Asagidaki sekilde mavi ¢izgi A280, turuncu
cizgi ise A Abs 420 degerini vermektedir. Gri ¢izgi NaCl konsantrasyonunu gostermektedir

(Sekil 25).
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Sekil 25. Naringinaz enzimi saflastirma grafigi

Saflastirma isleminden sonra her basamakta alinan numuneler i¢in Bradford yontemi ile
protein tayini gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar ile saflagtirma tablosu ¢izilmistir. Bu
sonuglara gore naringinaz enzimi 2 basamakla %26,44 verimle 10 kat saflagtirilmistir (Tablo
11).

Zhu ve arkadaslarin 2017 yilinda Aspergillus oryzae 11250°den amonyum siilfat
¢oktiirmesi, Q-sepharose kolon ve Sephacryl S200 kolon kullanarak %32 verimle 26,78 kat
saflastirma ile 2194,62 U/mg spesifik aktivite ile naringinaz elde etmislerdir. Cryptococcus
albidus’dan amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 3 basamakli kismi saflastirma yontemleri
uygulanarak %72 verimle 12,5 U/mg spesifik aktivite ile 42 kat naringinaz elde edilmistir
(Borzova et al. 2017). 2018 yilinda Zhanhg ve calisma grubu Alternaria alternata
SK37.001°den intraseliiler L-thamnoz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 3 farkli kolon
yontemi kullanarak %13,3 verimle 21,7 U/mg spesifik aktivite ile 63,8 kat saflastirmislardir.
2020 yilinda Aspergillus niger van Tieghem MTCC 2425’den izole edilen naringinaz enzimi
ise ultrafiltrasyon, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iyon degisim kolonu kullanilarak %17

verimle 5460 U/mg spesifik aktivite ile 9,92 kat saf halde elde edilmistir (Borkar et al. 2020).

Yapilan caligmalar incelendigi zaman naringinaz enzimi farkli kismi saflagtirma
yontemlerinin bir arada kullanilarak izole edildigi goriilmektedir. Y dntemin hassasiyetine bagl

olarak elde edilen enzimin spesifik aktivite degeri degigsmektedir.
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Tablo 11. A. niger ATCC 1688’den Naringinaz Enziminin 2 Basamakta Saflastirma Islemi
Sonuglart

Saflagtirma Hacim Aktivite Protein Toplam Toplam Spesifik Saflagtirma
Basamaklari (mL) (EU/mL) (enzim) protein Aktivite Aktivite o5 Katsayisi
(mg) (toplam (EU) (EU/mg) Verim
enzim)
(mg)
Homojenat 20 0,59 20,3 406 11,8 0,029 100 1

Amonyum Siilfat 5 0,76 14,5 72,5 3,8 0,052 32,2 1,79
Coktiirmesi

2°5’-ADP- 2 1,56 557 11,14 3,12 0,28 26,44 10
Sepharose

Naringinaz enzim safliginin SDS-PAGE yontemi ile kontrolii

Once amonyum siilfat ¢oktiirmesi daha sonra DEAE- Sepharose Fast Flow iyon degisim
kolonu ile saflagtirilan naringinaz enziminin saflik kontrolii sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. Enzimin 2 alt birimden meydana geldigi
ve 60 kDa ile 200 kDa arasinda 2 bant gérmemiz gerektigi onceki literatiir 6rneklerinde rapor
edilmistir (Puri and Benerjee, 2000; Borkar et al. 2020). Jel fotografi Sekil 26’de gortldigi
gibidir.

25 kDa

Sekil 26. A. niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin SDS-PAGE goriintiisii
(PageReguler™ Prestained Protein Ladder)

Calismamizda 80-130 kDa araliginda iki bant belirlenmistir. Yapilan literatiir
aragtirmasi sonucu naringinaz enziminin bu aralikta oldugunu bildiren bir¢ok kaynak
bulunmaktadir (Puri and Kalra, 2005; Ni et al. 2011; Puri, 2012; Li et al. 2015; Wang et al.
2019).
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Benzer sekilde Li et al. (2015) yaptiklar1 ¢calismada A.niger’den saflastirdiklart o-L-
ramnosidaz’ i molekiil agirligini 90 kDa olarak belirlemislerdir. Ayn1 zamanda Ni et al. (2011)
A.niger’den saflagtirdiklart a-L-ramnosidaz SDS-PAGE elektroforezi ile belirledikleri molekiil
agirhigini 87 kDa olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Puri, 2012 yilinda hazirlamis oldugu
derleme c¢alismasinda naringinaz enzimini genel 6zellikleri ile belirtmistir. Bununla birlikte
ayni arastirmada farkli mikroorganizmalardan saflastirilan naringinaz enizminin molekiil
agirliklar1 74-120 kDa arasinda degisiklik gosterdigi bazi ¢alismalarin ise molekiil agirligin

belirleyemediklerini ifade etmistir.

A.niger 1344’den saflastirilan naringinaz enziminin karakterizasyonunun arastirildig
bir ¢alismada (Puri and Kalra, 2005), enzimin molekiil agirligi bir Sephadex G-200 kolonu
tizerinde jel filtrasyon kromatografisi ile belirlendiginde 168 kDa degeri bulunurken SDS-
PAGE ile belirleme sonucunda bu degeri 85 kDa olarak belirlemislerdir. Wang et al. (2019), A.
niger CTCCC M 2018240'tan Pichia pastoris'e Rekombinant a-L-Rhamnosidaz iiretimi igin
yapilan calismada SDS-PAGE analizi ile enzim molekiil agirligint 100 kDa olarak tespit

etmislerdir.

Naringinaz enziminin karakterizasyonu

Naringinaz enziminin optimum iyonik siddet degeri 0,01 M ile 1,0 M araliginda aranmis
ve 0,5 M olarak bulunmustur (Sekil 27). Optimum pH degeri pH 3,0 ile pH 8,0 araliginda
aranmis ve pH 5,0 olarak belirlenmistir (Sekil 28). Optimum sicaklik degeri ise 20 °C ile 70 °C
araliginda ¢alisilmis ve 50 °C olarak belirlenmistir (Sekil 29).
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Sekil 27. A.niger ATCC 1688 mikroorganizmasindan elde edilen naringinaz enziminin
optimum iyonik siddet ¢aligmas1 Sonucu bagil aktivitede meydana gelen degismeler
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Sekil 28. A.niger ATCC 1688 mikroorganizmasindan elde edilen naringinaz enziminin
optimum pH ¢aligmasi sonucu bagil aktivitede meydana gelen degismeler
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Sekil 29. A.niger ATCC 1688 mikroorganizmasindan elde edilen naringinaz enziminin
optimum sicaklik ¢aligmasi sonucu bagil aktivitede meydana gelen degismeler

Borkar et al. (2020), Naringinazin Aspergillus niger van Tieghem MTCC 2425'ten
narenciye atiklarin1 kullanarak fermentatif {retimini arastirdiklar1 c¢alismada optimum
naringinaz i¢in optimum pH degerini 5,0 olarak, optimum sicaklik degerini ise 50 °C olarak
belirlemislerdir.

Yapilan bir ¢calismada P. decumbens kaynakli naringinazin 55 °C'de optimum stabilite
gosterdigi bildirilmistir. (Norouzian et al. 2000). Aynm1 zamanda A. niger'den elde edilen

naringinaz aktivitesi i¢in 45 °C'nin optimum sicaklik olduguda belirtilmistir (Puri and Banerjee,

2000).
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Ni et al. (2015) yaptiklar1 galismada greyfurt suyunda acilik gidermek i¢in A.niger’den
ekstraseliiler olarak saflastirdiklar1 naringinaz enziminin aktif ve stabil pH araliklarinin
sirastyla 4.5 ile 5.0 arasinda oldugunu, ayni zamanda enzim optimum sicakliginin 45 ile 55 °C
araliginda gosterdigini  belirtmislerdir. Yine aymi sekilde Puri and Kalra (2005)’te
saflagtirdiklar1 naringinazin optimum pH ve sicaklik degerlerini 4 ve 50 °C olarak tespit

etmislerdir.

Naringinaz enziminin kinetik degerleri

A.niger ATCC 1688’den elde ettigimiz naringinaz enziminin Km Ve Vmax degerini
O6grenmek amaciyla en az 5 farkli substrat konsantrasyonunda aktivite 6l¢iimii gergeklestirilmis
ve Lineveawer-Burk grafigi (Sekil 30) ¢izilmistir. Grafik tizerinden yapilan hesaplamalarda K
degeri 0,015 uM, Vmax degeri ise 476,19 EU/dk olarak bulunmustur.

0,021
y=0,3227x + 0,002%
R?=0,9719
0,016
>
5 0,011
0,006
0,001
-0,02 -0,01 0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

1/[Naringin]puM!

Sekil 30. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enzimi Lineveawer-Burk grafigi

Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus acidophilus’den elde edilen Rhamnosidaz
enziminin iki alt birimi i¢in Km degerleri 6,3. 10° M ve 7.10* olarak belirlenmis, elde edilen
sonuglara bakilarak substratin ilk alt birime olan ilgisinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir

(Beekwilder et al. 2009).

Cryptococcus albidus’dan izole edilen L-Rhamnoz enziminin Ky degeri 4,5 mM Vmax
degeri ise 15 uM/dk.mg olarak belirlenmis, naringinazin Km degeri 0,77 mM Vmax degeri 36
uM/dk.mg olarak belirlenmistir. Substratin naringinaza ilgisinin daha yiliksek oldugu
goriilmiistiir, Vmax degerinin de naringinaz lehine oldugu goriilmektedir, bu sonuglara
dayanarak Cryptococcus albidus’dan izole edilen naringinazin L-Rhamnoz’dan daha aktif

oldugu sonucuna varilmisgtir (Borzova et al. 2017).
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Zhu ve c¢alisma grubunun Aspergillus oryzae 11250°dan elde ettigi naringinaz,
rhamnosidaz ve d-glikozidaz enzimleri i¢in Km degerleri sirasiyla yaklasik 1,6 mM, 0,63 mM
ve 1,5 mM; Vmax degerleri ise sirasiyla yaklasik 126,2 U/mg, 711,57 U/mg ve 940,01 U/mg
olarak belirlenmigtir. Substratin en yiliksek ilgisinin Rhamnosidaz’a kars1 oldugu sonucuna
vartlmustir. Kinetik aktivitenin ise D-glikozidaz enzimi i¢in en yiiksek degerde oldugu

goriilmiistiir (Zhu et al. 2017).

Yaptigimiz ¢alismada belirledigimiz Km degerinin oldukea diisiik oldugu goriilmiistiir,
bu degerden substratin enzime olan ilgisinin yiiksek oldugu sonucunu c¢ikarabiliriz. Km
degerinin diisiik olmasi, substratin enzime olan ilgisinin yliksek oldugunu gdsteren bir sonugtur
(Saldamli, 1998). 476,19 EU/dk Vmax degeri de elde ettigimiz naringinazin oldukga iyi bir
kinetik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

Metal iyonlarinin naringinaz iizerine etkileri

Enzimler metal iyonlarinin ve katalitik Ozelliklerini etkileyen diger maddelerin
varhiginda fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde degisikliklere ugrama egilimindedir (Li et al.
2016). Calismamizda bazi1 metal iyonlarinin naringinaz enzimi iizerine etkisi arastirilmistir.
Mn2*, Pb?*, Cu?*, Fe?*, Mg?", KCI ve KCIOs’ iin naringinaz aktivitesi iizerine etkilerinin
arastirilmasi amaciyla aktivite 6l¢iim ortamina metal ¢ozeltileri ilave edildikten sonra bir saat
sonraki sonuglar Sekil 31°de verilmistir. Naringinaz aktivitesini en ¢ok diisiiren metalin Cu?*

oldugu, en az etkileyen metalin ise Mg?* oldugu gériilmiistiir.
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Kontrol ~ Mn2+ Pb2+ Cu2+ Fe2+ Mg2+ KCl KClO3

Metaller

Sekil 31. Baz1 metallerin naringinaz aktivitesi lizerine etkileri

Puri ve Kalra (2005) A.niger’den saflastirilan naringinaz enziminin aktivitesi tizerine

metal iyonlarinin ve organik bilesiklerin etkisini arastirmiglardir. Calismada 10-50 mM
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konsantrasyon araliginda Cu®* ve Mn?"’mn enzim aktivitesini tamamen inhibe ederken, bu
konsantrasyonda Fe®* ve Ni%* ‘in %40 inhibisyon gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica Ca®*
Co%" ve Mg?*’un 10-100 mM'de bile ¢ok az inhibisyon gdsterdigi, ayn1 zamanda 50 mM'lik

2+

bir konsantrasyonda Zn“"’nun %20 inhibisyon gosterdigi bildirilmistir. Enzim aktivitesinin, bir
siilfidril reaktifi (p-CMB) ve siilfhidril oksidan metal (Hg?") tarafindan énemli 6l¢iide inhibe
edildigide belirtilmistir.

Li et al. (2016), yaptiklari arastirmada A.niger’den rekombinant c¢alistiklari a-L-
ramnosidaz iizerine metal iyonlarmmn etkisini belirlemislerdir. Calismada Zn?*, Ca?*, Co?",
Mn?* ve Ni?*’in 100 mM konsantrasyonlar1 Mg?*, Zn?*, Ca?*, Cu®*, Co?*, Mn?*, Ni?*, Na* ve
K*nin hem 1 mM hem de 10 mM konsantrasyonlarina gore a-L-ramnosidaz enzim aktivitesi
tizerine neredeyse 1.5 kat daha fazla etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica o-L-

ramnosidaz’m enzimatik aktivitesi, hem Fe?" hem de Fe3* olmak iizere ferrik iyonlar tarafindan

giiclii bir sekilde inhibe edildigi de belirtilmistir.

Enzim Ilave Edilmis Greyfurt Sularinin Baz1 Fizikokimyasal Ozellikleri
Suda ¢oziiniir kuru madde (SCKM) degisimi

A. niger ATCC 1688’den saflastirilan naringinaz enziminin ilave edildigi greyfurt
sularmin 1 ve 5 saat bekleme sonucu belirlenen suda ¢6ziiniir kuru madde degerleri Tablo 12°da

verilmistir.

Calisma da suda ¢oziiniir kuru madde miktarinda en fazla degisim %1 enzim ilave
edilmis ve 45 °C’lik sicaklikta inkiibe edilen 6rnekte belirlenmistir. SCKM miktar1 1. saat
sonucunda 9.95’ten 9.50’ye diismiistiir ve 5. saat sonunda bu miktar degismemistir. Yapilan
varyans analizi, sicaklik ve konsantrasyon faktorlerinin 6rnekler iizerinde anlaml bir etkiye
sahip olmadifi, siire faktoriiniin ise ¢ok ©nemli oldugu (p<0.01) belirlenmistir. Ikili
interaksiyonlar incelendiginde sicaklik x konsantrasyon faktoriiniin SCKM {izerine 6nemli bir
etki (p<0.05) olusturdugu tespit edilmistir. Sicaklik x siire ikili interaksiyonunun 6rneklerin
SCKM iizerine onemli bir etkiye sahip olmadigi fakat konsantrasyon x siire ikili
interaksiyonunun ise SCKM iizerine onemli (p<0.05) diizeyde etkili oldugu belirlenmistir

(Tablo 13).

Yapilan literatiir taramasinda acilik bilesenlerinden naringin miktarin1 azaltmak
amaciyla naringinaz enzimi ilave edilmis greyfurt sularinda SCKM miktarin1 belirleyen
yalnizca bir kaynaga rastlanmisgtir. Gonzalez-Temino et al. (2021), yaptiklar1 ¢alismada,
aciligimi gidermek icin naringinaz ilave edilen greyfurt suyunda uygulama 6ncesi ve sonrasinda

SCKM (‘Brix) belirlemislerdir. Calismada, taze greyfurt suyunda “Brix degeri 9.6 olarak
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belirlenmis olup, enzim ilavesinden sonra degerin 9.3’e diistiigii tespit etmislerdir. Bu diisiislin
de onemli olmadigint bildirmislerdir. Bunun yani sira greyfurt sularina uygulanan farkli
yontemler i¢gin SCKM miktar1 belirlenmis olan bazi ¢alismalar mevcuttur. Igual et al. (2010)
greyfurt suyunun fonksiyonel 6zellikleri ve organik asit stabilitesi {izerine termal uygulama ve
depolamanin etkisini arastirdiklar1 g¢alismalarinda baslangi¢ °Brix degerlerini 9.9-10.01
araliginda belirlemislerdir. Depolama siiresince bu miktarin 6nemli bir degisiklik
gostermedigini bildirmislerdir. Aadil et al. (2013) greyfurt suyunun kalite degerleri iizerine
ultrasonik uygulamanin etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, greyfurt suyunun °Brix miktarini 9.60
olarak belirlemis olup uygulama sonucunda °Brix miktarinin 9.53 ve 9.50 ye diistiigii bunun da

¢ok onemli bir azalma olmadigini bildirmislerdir.

pH degisimi

Taze sikilarak 85-90 °C’de pastorize edildikten sonra enzim ilave edilen greyfurt
sularinin inkiibasyonunun 1. ve 5. saatlerinde 6l¢iilen pH degerleri Tablo 12°da verilmistir.

Enzimin aktivite siiresince greyfurt sularinda pH degerlerinde 0.05-0.09 arasinda bir
yiikselme gergeklestigi, en az degisimin 25 °C’de 5. saat sonuna kadar bekletilen %1 enzim
ilave edilmis greyfurt suyu 6rneginde meydana geldigi ve degerin 3.40’tan 3.45’e kadar ¢iktig1
tespit edilmistir. En fazla degisimin ise 3.40’tan 3.49’a kadar oldugu ve her ii¢ sicaklik

degerinin farkli konsantrasyonlarinda belirlendigi goriillmektedir (Tablo 12).
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8.

Tablo 12. Enzim Uygulanan Greyfurt Sularinin inkiibasyondan Sonra Belirlenen Genel Ozellikleri

£ SN ~
S S E3 2 5~ 2. & 9§ o &
Sicakhik  Konsantrasyon  Siire 5 I < ’g %‘) 5 E” Q E > 2 E > g ‘I’ 5
N @

0. Saat 9,90 3,40 0,86 4,39 1,25 5,94 32,86 41,01 26,13 519,82 3347 17,82

% 0,1 1. Saat 9,50 3,48 0,88 4,91 1,24 6,62 33,11 41,11 25,78 618,62 36,06 20,41

5. Saat 9,50 3,47 0,90 5,46 1,25 7,32 33,21 41,37 25,42 553,12 3298 16,85

0. Saat 9,90 3,40 0,86 4,39 1,25 5,94 32,86 41,01 26,13 519,82 3347 17,82

25°C % 0,5 1. Saat 9,50 3,49 0,89 4,82 1,25 6,52 32,95 41,10 25,95 57521 37,73 21,40
5. Saat 9,50 3,46 0,90 5,04 1,25 6,78 32,99 41,36 25,66 549,01 28,76 13,76

0. Saat 9,90 3,40 0,86 4,39 1,25 5,94 32,86 41,01 26,13 519,82 3347 17,82

%1 1. Saat 9,00 3,48 0,91 4,66 1,25 6,30 32,84 41,13 26,02 573,71 36,53 20,08

5. Saat 9,50 3,45 0,89 4,84 1,25 6,52 32,92 41,28 2581 516,45 27,94 13,79

0. Saat 9,90 3,40 0,86 4,39 1,25 5,94 32,86 41,01 26,13 519,82 3347 17,82

% 0,1 1. Saat 9,50 3,48 0,89 4,83 1,25 6,52 32,93 41,13 2594 580,82 33,65 17,12

5. Saat 9,50 3,46 0,91 4,61 1,26 6,22 32,79 41,24 25,97 528,80 29,21 14,83

35°C 0. Saat 9,90 3,40 0,86 4,39 1,25 5,94 32,86 41,01 26,13 519,82 3347 17,82
% 0,5 1. Saat 9,50 3,47 0,87 4,61 1,25 6,24 32,89 41,03 26,08 574,46 32,58 16,58

5. Saat 9,50 3,49 0,90 4,15 1,23 5,64 33,04 40,55 26,41 533,29 31,96 1491

% 1 0. Saat 9,90 3,40 0,86 4,39 1,25 5,94 32,86 41,01 26,13 519,82 3347 17,82




6.

Tablo 12. (devami)

1.Saat 950 350 089 479 126 646 32,82 4132 2586 568,84 3500 19,31

5.5at 950 347 090 470 126 6,34 32,83 4134 2583 476,03 2627 11,98

0.Saat 990 340 086 439 125 594 32,86 4101 2613 519,82 3347 17,82

% 0,1 1.Saat 950 347 088 461 125 6,23 3290 4106 2604 57895 32,67 16,88
5.5at 950 347 092 473 126 6,37 32,78 4145 2577 53628 30,13 14,81

0.Saat 985 340 086 439 125 594 32,86 41,01 26,13 519,82 3347 17,82

% 0,5 1.Saat 950 346 089 455 125 6,15 32,86 4108 2606 56810 30,01 14,10
45°C 5.Saat 950 348 089 461 126 621 32,81 4139 2579 520,19 27,82 11,91
0.Saat 995 340 086 439 125 594 32,86 41,01 26,13 519,82 3347 17,82

% 1 1.Saat 950 349 090 468 126 6,32 32,84 4124 2591 58045 33,40 17,42
5.Sat 950 349 087 456 126 6,14 32,78 4143 2579 560,24 27,68 12,45

TA: Toplam titrasyon asitligi (%)
SCKM: Suda ¢6ziiniir kuru madde (°Brix)

TFM: Toplam fenolik madde miktar1 (mgGAE/mL)



Yapilan varyans analizi sonucu sicaklik ve konsantrasyon parametrelerinin pH {izerine
bir etkiye sahip olmadigi, siire parametresinin ise ¢ok anlamli (p<<0.01) bir etki gosterdigi
belirlenmistir. Ikili interaksiyonlar incelendiginde sicaklik X siire interaksiyonunun pH iizerine

onemli (p<0.05) bir etkiye sahip oldugu bulunmustur (Tablo 13).

Gonzalez-Temino et al. (2021) yaptiklar1 galismada, taze greyfurt sularinda pH degerini
2.94 olarak belirlerken enzim inkiibasyonu sonucunda bu degerin 3.08’¢ yiikseldigini
belirtmislerdir. Caligmalarinda pH degisiminin 6nemli olmadigini belirtmislerdir. Bizim
calismamizda pH degisimi literatiir ile benzerlik gostermis olup degisimin gézardi edilebilecegi
seklinde yorumlanabilir. Ayrica diger ¢alismalarda, Igual et al. (2010), taze sikilmis greyfurt
suyunun pH degerini 3.00 olarak belirlemislerdir. Ferrentino et al. (2009) greyfurt suyunun
pastOrizasyonu iizerine yaptiklari bir arastirmada, greyfurt suyunun baslangi¢ pH degerini 3.34
olarak belirlemislerdir. Ferrentino et al. (2009) kullanilan greyfurt sularinin mevsiminin
disinda olmasi, uzun siireli depolama islemine tabi tutulmasi gibi faktorler sebebi ile pH’nin
degisiklik gosterebilecegini bildirmislerdir. Calismamizda baslangigc pH degeri 3.40 olarak
belirlenmistir.  Yaptigimiz ¢alismada buldugumuz sonuglar literatiir ile paralellik

gostermektedir.
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Tablo 13. Enzim Uygulanan Greyfurt Sularinin inkiibasyondan Sonraki Genel Ozellikleri I¢in Yapilan Varyans Analizi

Varyans Kaynaklari Sicaklik (A) Konsantrasyon (B) Siire (C) AXB AXC BXC
SD 54
Ortalamanin
B Standart
Ozellikler KO F KO F KO F KO F KO F KO F Hatasi
SCKM (°Brix) 0,028 2,308 0,020 1,685 1,668 138,554™" 0,033 2,723" 0,028 2,308 0,033 2,723" 0,012
pH 0,000 1,167 0,000 1,207 0,051 277,147 0,000 1,467 0,001 3,237" 0,000 2,317 0,000
TA (%) 8,557 0,170 0,000 0,325 0,009 18,693 0,000 0,566 0,000 0,524 0,001 1,631 0,001
Renk yogunlugu (koyulugu) (IC) 0,455 45424~ 0,161  16,109™ 1,078 107,591 0,103 10,281 0,297 29,673 0,067 6,707 0,010
Renk tonu (T) 0,000 5,054 0,000 5,860™ 0,000 5,698™ 0,000 3,617 0,000 4,107 0,000 2,818* 0,000
Renk Yogunlugu (IC") 0,770 49,797 0,269  17,374™ 1,798 116,213 0,165 10,690 0,497 32,101™ 0,112  7,269™ 0,015
Kirmizi Renk Boyutu (%) 0,095 5,334™ 0,041 2,304 0,017 0,930 0,031 1,733 0,036 2,003 0,016 0,908 0,018
Sar1 renk Boyutu (%) 0,094 2,808 0,134 3,993" 0,444 13,203** 0,097 2,881" 0,132 3,935™ 0,062 1,851 0,034
Mavi Renk Boyutu (%) 0,175 2,988 0,092 1,573 0,606 10,361 0,093 1,588 0,149 2,539" 0,032 0,540 0,058
TFM (mgGAE/L) 1323,430 10,775 1245922 10,144™ 27789,193 226,243™ 1239,082 10,088 684,578 5573™ 525898 4,282™ 122,829
DPPH" (IC50) 28,427 23,175 5,564 4,536" 196,431  160,137™ 4,358 3,553" 13,883 11,318™ 13,812 11,260 1,227
ABTS™* (1C50) 29,710 76,095 6,017  15412™ 149,258  382,290™ 2,727 6,983™ 12,060 30,889™ 8,883  22,752" 0,390

*p<0,05 **p<0,01

AxB: Sicaklik ve konsantrasyon interaksiyonu

AxC: Sicaklik ve siire interaksiyonu

BxC: Konsantrasyon ve siire interaksiyonu
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Tablo 14. Enzim Uygulanan Greyfurt Sularinin Inkiibasyondan Sonraki

Karsilastirma Testi

Genel Ozellikleri I¢in Yapilan Tek Yonli ANOVA ve Duncan Coklu

=~ = = 2 j
—~ O — o0 =< = N i ) =)
5 5 =5 8 & 2 2 5 8
< 5 < g = S CIR® 5 2 IS S > g N
5 o < 2 = v = = g 2 s & s < £ T o
) - = g, = 2 £ 2 = @x E o E
% S & 2 g ¢ @ = = = o <
~ =7 175} s [
25 9,58+0,32 3,45+0,04 0,88+0,03 4,77+0,35% 1,25+0,00° 6,43+0,452 32,96+0,1228 41,15+0,15 25,89+0,24 549,51+35,9228 3338+3.30% 17,75+2,702
Sicaklik (°C) 35 9,63+0,20 3,45+0,04 0,88+0,03 4,54+0,22° 1,25+0,01° 6,14+0,29° 32,88+0,20° 41,07+0,33 26,05+0,37 535,74+33,27° 32,12+2,76° 16,47+2,17°
45 9,63+0,20 3,45+0,04 0,88+0,03 4,54+0,18° 1,254+0,012 6,144+0,22° 32,84+0,05° 41,19+0,22 25,97+0,18 544,85+26,282 31,35+2,55° 15,67+2,33¢
%0,1 9,63+0,20 3,45+0,04 0,88+0,03 4,70+0,342 1,25+0,01° 6,35+0,432 32,92+0,14 41,16+0,17% 25,9240,23 550,67+35,632 32,79+2,132 17,15+1,732
Konsantrasyon % 0,5 9,63+0,19 3,45+0,04 0,88+0,02 4,55+0260 1,25+0,01° 6,15+0,34° 32,90+0,12 41,06+0,29° 26,04+0,23 542,19+25,280 32,14+3,02° 16,24+2.81P
%1 9,58+0,32 3,45+0,05 0,88+0,03 4,60£0,21P 1,25+0,018 6,21£0,27° 32,85+0,17 41,200,258 25,95+0,36 537,24+34,43" 319243620 16,50+2,89P
0.Saat 9,90+0,08% 3,40+0,00° 0,86+0,03° 4,39+0,02° 1,25+0,00P 5,94+0,02° 32,86+0,04 41,01+0,05¢ 26,13+0,028 519,82+5,68¢ 33,47+1,44% 17,82+0,28P
Siire 1. Saat 9,44+021° 3,48+0,022 0,89+0,022 4,72+0,13% 1,25+0,01° 6,37+0,16° 32,90+0,18 41,13+0,19° 25,96+0,34" 579,91+17,46% 34,18+2,32% 18,15+2,36P
5.Saat  9,5+0,00° 3,47+0,01° 0,904+0,02¢ 4,75+0,37% 1,25+0,01 6,40+0,48% 32,90+0,17 41,2740,33% 25,83+0,29° 530,38+26,74° 29,2042,15¢ 13,92+1,59°

*Her stitun igin istatistiki analiz kendi icerisinde yapilmis ve aym harfle gosterilen ortalamalar P<0,05 6nem seviyesinde ayni olarak kabul edilmistir



Titrasyon asitligi degisimi

Yapilan arastirmada greyfurt sularinda titrasyon asitlik miktar: sitrik asit cinsinden
hesaplanmuis olup (Igual et al. 2010; Sicari et al. 2018) naringinaz enzimi ilave edilmis greyfurt
sularmin 1. ve 5. saatler sonucunda 0l¢iilen titrasyon asitligi miktarlar1 Tablo 12’de verilmistir.
Farkli sicaklik ve konsantrasyonlarda enzim uygulanmis greyfurt suyu 6rneklerinde en fazla
%0.06 fark belirlenmis olup siire parametresinin titrasyon asitligi miktar1 tizerinde ¢ok etkili
(p<0.01) oldugu tespit edilmistir. Ikili interaksiyonlarin higbirinin titrasyon asitligi iizerinde

onemli bir etkiye sahip olmadigi bulunmustur (Tablo 13).

Kelebek et al. (2008) iki ¢esit greyfurt suyunda yaptiklar1 aragtirma da greyfurt sularinin
toplam asitligini 11.3 ve 11.4 g/L olarak bulmuslardir. Aadil et al. (2013) ¢alismalarinda taze
greyfurt suyunun titrasyon asitligi miktarini %0.16 olarak belirlemiglerdir. Sicari et al. (2018)
farkli greyfurt g¢esitlerinden elde edilen taze sikilmis greyfurt sularinda titrasyon asitligi
miktarm1 0.58-1.03 g/100 ml olarak belirlemislerdir. Gonzalez-Temino et al. (2021)
immobilize edilmis naringinazin ilave edildigi greyfurt suyunun titrasyon asitligi miktarinin
1.57 g/L’den 1.49 g/L’ye diistiigiinii bildirmis olup, naringinaz enziminin greyfurt suyunun

titrasyon asitligi miktarinda 6nemli bir degisiklige sebep olmadigini belirtmislerdir.

Kundu et al. (2022), calismalarinda turunggil sularmin aciligimi gidermek amaciyla
enzim ilavesi sonucu biyokimyasal 6zelliklerini arastirmislardir. Enzim uygulama 6ncesi ve

sonrasinda titrasyon asitligi miktarini sirastyla %0.40 ve %0.41 olarak belirlemislerdir.

Kullanilan greyfurt sularinin mevsiminin diginda olmast, uzun siireli depolama iglemine
tabi tutulmasi gibi faktorler sebebi ile titrasyon asitligi miktarinda degisiklik gosterebilecegi
bildirilmistir (Kelebek et al. 2008). Calismamizda taze sikilmig greyfurt suyunda titrasyon
asitligi miktar1 %0.86 olarak belirlenmistir (Tablo 12). Bulunan bu deger literatiir ile paralel bir
sonug gostermistir. Enzim uygulamasi sonrast titrasyon asitligi en fazla %0.92’ye ¢ikmis olup,

bu farkin 6nemli olmadigi yapilan varyans analizi ile belirlenmistir (Tablo 13).
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Tablo 15. Enzim Uygulanan Greyfurt Sularinin inkiibasyondan Sonraki Genel Ozellikleri Arasinda Korelasyonlar

s g
54 2 » =4
= = = S
: 2 2 g E
= = > e Sz ¢ x 3 e 5
2 : : = i35 32 sz & ¢
& = < & & & 23 & 53 & a <
oH  -0878"
TA -0,825™ 0,768™
Renk koyulugu ~ -0,533  0535%  0,548™
Renk Yogunlugu  -0,537"  0,538™  0,548™ 1000™
Renk tonu -0,118 0,151 0,214 0,217 0,204
Kirmizi Renk Boyutu -0,143 0,194 0,127 0,540™ 0,548™ -0,648™
Sar1 renk Boyutu -0,396" 0,405" 0,459" 0,678™ 0,664™ 0,793™ -0,175
Mavi Renk Boyutu 0,457" -0,491™  -0,508™  -0,915™  -0,906™ -0,453" -0,315 -0,879™
TFM -0,542™ 0,607 0,264 0,427" 0,438" -0,163 0,355 0,073 -0,248
DPPH* 0,127 -0,145 -0,277 -0,060 -0,043 -0,397" 0,268 -0,467" 0,314 0,455"
ABTS™ 0,173 -0,210 -0,303 -0,034 -0,018 -0,325 0,223 -0,400" 0,273 0,402" 0,980™
Kuinik Asit -0,470" 0,476" 0,489™ 0,302 0,293 0,146 0,040 0,463" -0,460" -0,172 -0,726™ -0,728™
Fumarik Asit 0,064 -0,135 0,172 -0,137 -0,137 0,228 -0,292 -0,045 0,185 -0,359 -0,210 -0,207
Kerasiyanin Klorit -0,250 0,356 0,294 0,434" 0,436" 0,179 0,179 0,208 -0,289 0,328 0,105 0,092
Siyanidin-3-O-glikozit 0,102 -0,148 -0,063 0,082 0,094 -0,160 0,172 -0,158 0,067 0,040 0,557 0,616™
Klorogenik Asit -0,017 -0,055 0,269 0,263 0,259 0,268 -0,055 0,342 -0,293 -0,436" -0,429" -0,332
Hesperidin (ppb) 0,116 -0,198 -0,233 -0,088 -0,072 -0,410" 0,232 -0,393" 0,263 0,216 0,653™ 0,692™
Sinapik Asit -0,486" 0,462" 0,573™ 0,240 0,231 0,221 -0,049 0,454" -0,413" -0,319 -0,694™  -0,709™
Ferulik Asit -0,446" 0,526™ 0,523™ 0,254 0,244 0,167 0,044 0,436" -0,438" -0,219 -0,760™ -0,779™
Rosmarinik Asit  -0,523™ 0,473" 0,510™ 0,332 0,335 0,037 0,124 0,192 -0,249 0,304 -0,048 -0,102
Vanillin -0,214 0,111 0,232 0,120 0,126 0,150 -0,092 0,081 -0,038 0,318 0,160 0,187
Resveratrol -0,323 0,415" 0,443" 0,370 0,374 0,397" -0,081 0,381 -0,335 0,361 0,275 0,296
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Tablo 15. (devam)

o =) = =
5 < Q g = g
= — o ~ — = X j—
2 < g £ = 5 < 2 E £
¥ = g 2 S S z = g = 5
< = g S 3 g 2 2 5
¥ T V2 7 ¥ T 7 i 2 > @
Fumarik Asit -0,106
Kerasiyanin -0,133 0,294
Klorit
Siyanidin-3-0O- -0,274 -0,263 0,071
glikozit
Klorogenik Asit 0,364 0,323 -0,023 -0,005
Hesperidin -0,335 -0,313 -0,326 0,779™ -0,187
Sinapik Asit 0,890™ 0,033 -0,145 -0,187 0,368 -0,338
Ferulik Asit 0,931™ -0,105 -0,084 -0,336 0,341 -0,461" 0,915™
Rosmarinik Asit 0,367 0,022 0,387" 0,182 0,012 0,022 0,279 0,294
Vanillin -0,184 0,097 -0,142 0,094 0,283 0,338 -0,231 -0,272 0,175
Resveratrol -0,210 0,252 0,270 0,070 0,152 0,004 -0,030 -0,135 0,000 0,336




Renk degerleri degisimi

Greyfurt sularinin 420, 520 ve 620 nm’de 6l¢iilen absorbans degerlerinin renk koyulugu
(IC), renk yogunlugu (IC’), renk tonu ile sar1 renk, kirmizi renk ve mavi renk boyutlar1 Tablo
12’te verilmistir. Yapilan istatistiki analiz sonucunda orneklerin IC, IC’ ve renk tonu
degerlerinin enzim uygulamasi sonucunda sicaklik, konsantrasyon ve siire parametrelerine
bagli degisimlerin ¢ok anlamli (p>0.01) oldugu bulunmustur. Sicaklik ve konsantrasyon
interaksiyonu IC ve IC* degerleri iizerine ¢ok dnemli (p>0.01), renk tonu iizerine ise onemli
(p<0.05) etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Konsantrasyon ve siire interaksiyonunun ise yine
IC ve IC’ degerleri tizerine ¢gok 6nemli (p>0.01), renk tonu {izerine 6nemli (p<0.05) etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir. Sicaklik X siire interaksiyonunun ise her ti¢ deger {izerine etkisi ¢ok
anlamli (p>0.01) olarak belirlenmistir. Sicaklik parametresi sar1 ve mavi renk boyutlarinda
onemli bir degisime neden olmamasina ragmen kirmizi renk boyutunda 6nemli (p<0.05) bir
degisime sebep olmustur. Konsantrasyon parametresi ise kirmizi ve mavi renk boyutlarinda
onemli bir degisime neden olmamistir. Sart renk boyutunda ise onemli (p<0.05) diizeyde
degisim belirlenmistir. Siire parametresi incelendiginde kirmizi renk boyutunda degisim
Oonemsiz bulunmus olup sar1 ve mavi renk boyutunda ¢ok anlamli (p>0.01) bulunmustur.
Sicaklik ve konsantrasyon interaksiyonu kirmizi ve mavi renk boyutlarinda etkili iken sar1 renk
boyutunda etki gostermemistir. Sicaklik ve siire interaksiyonuna bakildigindan kirmizi renk
boyutunda 6nemsiz bir degisim tespit edilmisken mavi renk boyutunda 6nemli, sar1 renk
boyutunda c¢ok oOnemli (p>0.01) bir degisim bulunmustur.  Konsantrasyon ve siire

interaksiyonunda her ti¢ degerdeki degisim 6nemli bulunmamistir (Tablo 13).

Sekil 32 ve Sekil 33, IC ve IC” degerlerinin ikili interaksiyonlarini gostermektedir. Sekil
32 (B)’de siire ile birlikte renk koyulugu (IC) 25 ve 45 °C’de artig gosterirken 35 °C’de 1.
saatten sonra bir azalma belirlenmistir. Bu azalma %0.5 enzim konsantrasyonu ilave edilen
greyfurt suyunda meydana gelmistir (Sekil 32 (A)). Bunun yani sira diger iki konsantrasyonda
greyfurt suyunun IC degeri artmistir (Sekil 32 (C)).
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Sekil 32. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmnin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
renk yogunlugu (koyulugu) (IC) degerlerindeki sicaklik X konsantrasyon (A), sicaklik X siire
(B) ve konsantrasyon X siire (C) interaksiyonlari

Greyfurt sularinin sicaklik x konsantrasyon, sicaklik x siire ve konsantrasyon x siire

interaksiyonlarinin renk yogunlugu (IC’) lizerine etkileri, bu interaksiyonlarin greyfurt suyunun

IC degeri tizerine etkileri ile benzerlik gostermistir (Sekil 33).

87




4 % Nife g 3
g o
B0 30
5 5
Fl -0 || BB —e=25°C
=== ——=EeMEl e
g g — 0-85°C 3 g a=45°C
0,1% 0,5% 1,0% (. Saat |, Saat 5, Saat
Enzim Konsantrasyonu Siire
\ AN S,
(A) (8)
r 3 )

o

F

B

- wd=%0.1

.En : _._0/05

> : A

Eé —a-%10

(), saat 1. saat 5, saat
Siire
\L J

()

Sekil 33. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
renk yogunlugu (IC’) degerlerindeki sicaklik x konsantrasyon (A), sicaklik x siire (B) ve
konsantrasyon x siire (C) interaksiyonlari

Sekil 34’de naringinaz enzimi ilave edilmis greyfurt sularinin sicaklik X siire ikili
interaksiyonu verilmistir. Greyfurt suyu 6rneklerinde diger sicaklik derecelerindeki drneklerin
renk tonlari sabit kalirken, 45 °C’lik sicakliktaki greyfurt suyunun 1. saatten 5. saate dogru renk

tonunda bir artis meydana gelmistir.
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Sekil 34. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
renk tonu degerlerindeki sicaklik X siire interaksiyonu

Naringinaz enzimi ilave edilmis greyfurt suyu orneklerinin 25 ve 45 °C’lik sicaklik
dercelerindeki sar1 renk yogunlugu 5. saatin sonuna kadar bir artig gostermistir. 35 °C’deki

greyfurt suyu drneklerinin sar1 renk yogunlugunda ise, 1 ve 5 saat arasinda bir azalma meydana

gelmistir (Sekil 35).
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Sekil 35. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
sar1 renk boyutu (%) degerlerindeki sicaklik X siire interaksiyonu

Greyfurt sularinin mavi renk yogunlugu iizerine yalmzca sicaklik X siire
interaksiyonlarinim 6nemli oldugu bulunmustur. Sekil 36°da 25 ve 45 °C’lik sicaklik
dercelerindeki greyfurt suyu 6rneklerinin mavi renk yogunlugunda 5. saatin sonuna dogru bir
diisiis belirlenmis, 35 °C’lik sicakliktaki orneklerin mavi renk yogunlugunda ise 1 ve 5 saat

arasinda bir artig tespit edilmistir.
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Sekil 36. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
mavi renk boyutu (%) degerlerindeki sicaklik X siire (B) interaksiyonu

Calismamizdaki renk olgtimii, Glories (1984) metodunun Kalkan Yildirim (2006)
modifikasyonuna gore yapilmistir. Kalkan Yildirim (2006), meyve saraplarinin renk degerleri
izerine yaptigi calismada karadut, bogiirtlen, ayva, elma, kayisi, kavun, kirmizi ahududu, yaban
mersini, visne ve ¢ilekten yapilan farkli meyve saraplari arasinda en yiiksek degerlerin yaban
mersininde bulundugunu bildirmistir. Yapilan literatiir taramasi sonucu naringinaz enzimi ilave
edilmis greyfurt suyunda renk 6l¢iimii ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu yoniiyle

calismamiz alaninda bir ilk olacaktir.

Kelebek et al. (2008) ‘de kan portakali sularinda (Citrus sinensis (L.) Osbeck) yaptiklari
renk olgiimlerinde Moro ve Sanguinello gesitlerinde 1C degerlerini sirasiyla; 1.40 £ 0.12 ile
0.84 + 0.10, renk tonu degerlerini sirasiyla; 59 + 0.01 ile 1.23 £+ 0.02, %sar1 renk boyutu
degerlerini sirasiyla; 32.6 + 0.04 ile 41.9 + 0.12, %kirmiz1 renk boyutu degerlerini sirasiyla;
55.0 £ 0.16 ile 34.1 + 0.08, ve mavi renk boyutu degerlerini sirasiyla; 12.4 + 0.04 ile 24.0 +
0.02 olarak belirlemislerdir. Renk degerleri greyfurt cesitlerine gore farklilik
gosterebilmektedir. Bu durumda ¢alisgmamizda baslangigta greyfurt sularinda belirledigimiz
renk degerleri Kelebek et al. (2008)’in arastirmasi sonucu belirledigi renk degerlerine gore

biraz faklilik gosterebilecegi muhtemeldir.

Toplam Fenolik Madde degisimi

Toplam fenolik madde analizi sonucu gallik asit esdegeri olarak belirlenmistir. Analiz
icin hazirlanan standart gallik asit grafigi Sekil 37°de verilmistir. Standart grafikten elde edilen
denklem (y=0,0009x+0,0755 R2 = 0,993) yardimiyla toplam fenolik madde miktar1 gallik asit
ekivaleni (GAE) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 37. Toplam fenolik madde miktari tayini i¢in gallik asit kullanilarak hazirlanan standart
grafik

Enzim uygulanmis greyfurt sularinin 1. ve 5. saatler sonunda belirlenen toplam fenolik
madde icerikleri Tablo 12°da belirtilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca en yiiksek TFM miktari
25 °C’de 1 saat inkiibe edilmis %0.1 enzim ilaveli 6rnekte tespit edilmistir. En diisiik miktar ise
35 °C’de 5 saat inkiibe edilmis %1 enzim ilave edilmis 6rnekte belirlenmistir. Yapilan varyans
analizi sonucu sicaklik, konsantrasyon ve siire parametrelerinin TFM iizerine ¢ok onemli
(p<0.01) bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ikili interaksiyonlardan sicaklik X
konsantrasyon, sicaklik X siire ve konsantrasyon X siire interaksiyonlarininda TFM iizerine ¢ok
anlaml1 (p<0.01) bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 13). Sekil 38 (A)’da belirtildigi
tizere 25 °C’de enzim konsantrasyonu arttikga TFM miktarinda bir diisiis gergeklesmistir. Diger
taraftan 35 °C’de %0.5 enzim ilave edilmis greyfurt suyu 6rneklerindeki TFM miktar1 %0.1
enzim ilave edilmis 6rneklerin TFM miktarindan daha yiiksek bir miktarda belirlenmis olup,
%1 enzim kilave edilmis 6rneklerin TFM miktarinda ise bir diisiis goriilmistiir. 45 °C’de ise
%0.5 enzim ilave edilmis Orneklerin TFM miktarinda bir diigiis goriilirken %1 enzim
konsantrasyonunda bu miktarda bir artis meydana gelmistir. Bu durumda enzimin optimum
sicakhigina yakin bir sicaklik olan 45 °C’de naringin miktarindaki azalma %] enzim
konsantrasyonunda naringenin ve diger bilesiklere daha fazla oranda doniismesinden kaynakli
olarak TFM miktarinda bir artig oldugu diisiiniilmektedir. Sekil 38 (A)’da %0.1 enzim igeren
greyfurt suyunda belirlenen TFM miktarinin 25 °C’de farklilik gosterdigi belirlenmistir. %0.5
enzim igeren greyfurt sularinda her ii¢ sicaklik derecesinde birbirine yakin TFM miktar1 tespit
edilmistir. %1 enzim iceren greyfurt sularinda ise en yiiksek TFM miktart 45 °C’de
belirlenmistir. Sekil 38 (B)’de her {i¢ sicaklik dercesinde TFM miktarinin bir saatin sonunda
arttigi 5. saate dogru azaldigi goriilmistiir. Yine ayni sekilde Sekil 38 (C)’de her ii¢ enzim
konsantrasyonunu iceren greyfurt sularinda TFM miktariin birinci saatin sonunda arttig1 daha

sonra azaldig1 bulunmustur.
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Sekil 38. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
TFM (mgGAE/kg) degerlerindeki sicaklik x konsantrasyon (A), sicaklik X siire (B) ve
konsantrasyon x siire (C) interaksiyonlari

Cavia-Saiz et al. (2011), Amberlite IRA-400 ile fiziksel adsorpsiyona tabi tutulan
greyfurt suyuna kiyasla, naringinaz enzimi ile acilig1 giderilen greyfurt suyunun antioksidan
kapasitesi ve oksidatif strese karsi koruyucu rolii lizerine etkisini arastirmiglardir. Folin-
ciocalteu ayiraci ile toplam fenol igerigi belirlenen ¢alismada, en yiiksek toplam fenol igerigi
naringinaz islemine tabi tutulan meyve suyunda tespit edildigi bildirilmistir. Buna karsilik,
Amberlite IRA-400 ile fiziksel adsorpsiyona tabi tutma islemi, taze meyve suyu orneklerine

kiyasla toplam fenol konsantrasyonunda bir azalmaya (%21) yol agtigin1 belirlemislerdir.

Naringinaz ile muamele edilen greyfurt suyu 6rneklerinde inkiibasyondan bir saat sonra
tespit edilen toplam fenollerdeki artis, naringinden bir metabolit olan naringenin hidroksil
gruplarina bagli olabilir. Enzimatik kataliz iirlinii olan naringenin, naringinden ziyade bir
hidroksil grubuna sahiptir. Ayrica, spektrofotometrik yontemin, sadece fenollerle degil, ayni

zamanda karbonhidrat (6rn. glikoz) gibi diger indirgeyici bilesiklerle de reaksiyona giren
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Folin—Ciocalteu reaktifinin segici olmamasi nedeniyle polifenol igerigini oldugundan daha
fazla tespit edildigi bildirilmistir (Escarpa and Gonzéalez, 2001). Ama bunun yani sira
Cemeroglu (2010), toplam fenolik madde’nin folin ciocalteu ayiraci ile belirlenmesinde
ortamda bulunan askorbik asitin analizi olumsuz etkileyebildiginden dolay1 belirlenmis olan
toplam fenolik bilesik degerleri greyfurt sularinda folin ciocalteu ayiraci ile belirlenen
degerlerden daha diisiik cikabilecegi belirtilmistir. Bu durumda farkli teori ve bulgular
bulunmaktadir. Bununla birlikte, bu yontemin polifenollerin rutin analizi i¢in yararli bir analitik
arac olmakta ve meyve ve sebzeler ile iirlinleri arasindaki farkliliklarin belirlenmesi i¢in bir¢ok

laboratuvarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Antioksidan aktivite degisimi

Antioksidanlar; serbest radikal olusumunu saglayan oksijen ve katalitik metal iyonlarini
uzaklastiric1 etkiye sahiptirler. Bununla birlikte radikallere karsi temizleyici (scavenging),
bastirici (quencher) ve zincir kirici (chain breaking) etkiler de gostermektedirler (Mao et al.
2006). Antioksidanlarin etkinligini belirlemek i¢in ¢esitli analitik yontemler ve farkli substratlar
kullanilmaktadir. Arastirmada kullanilan DPPH® ve ABTS™ metotlari, meyve suyu

orneklerinde antioksidan aktivitenin belirlenmesinde genel olarak kullanilan yontemlerdir.

DPPH* metodu

Farkli sicaklik ve konsantrasyonlarda enzim ilave edilmis greyfurt sularinin 1. ve 5.

saatler sonucunda DPPH*® metodu ile antioksidan aktiviteleri Tablo 12°da belirtilmistir.

DPPH" radikali giderme kapasitesi analizi, ortamda olusan DPPH" serbest radikallerine
antioksidanlarin proton transferi yapmasi sonucu 517 nm’de okunan absorbans degerlerinin
azalmasina dayanmaktadir (Albayrak 2010). Metot, oldukga basit, hizl1 ve bir¢cok 6rnegin ayn1
anda radikal giderme aktivitelerinin belirlenebilmesini sagladigi i¢in tercih edilmektedir.
Ancak, 151k, oksijen ve kirlilige kars1 oldukca hassas olan bu metodun uygulanmasi sirasinda

dikkat edilmelidir (Mot et al. 2011).

Sekil 39°da DPPH" serbest radikali giderme aktivitesi i¢in hazirlanmis standart grafik

yer almaktadir.
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Sekil 39. DPPH" serbest radikali giderme aktivitesi i¢in hazirlanmig standart grafik

Genel olarak uygulama siiresi boyunca ICso degerlerinde bir yiikselme meydana
gelmistir. I1Cso degeri “ortamdaki DPPH® radikalinin %350’sini inhibe eden antioksidan
maddenin konsantrasyonu” olarak tanimlanmaktadir. Bu deger ne kadar kiiciik olursa
antioksidan aktivitenin o kadar yiiksek olacagi anlagilmaktadir. Bu durumda Tablo 16°da yer
alan diistik ICso degerleri yiiksek antioksidan kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir.
Ciinkii reaksiyon ortamindaki DPPH® radikalinin %50’sinin yok edilmesi i¢in gereken etkili
antioksidan konsantrasyonu olarak bilinen 1Cso degeri ile radikal giderme aktivitesi ters
orantilidir (Isbilir 2008). Yani aym miktardaki serbest radikali daha diisiik konsantrasyonda

stipiirebilmektedir.

Caligmamizda en yiiksek ICso degeri yani en diisiik antioksidan aktivite degeri 25 °C’de
inkiibe edilen %0.5 enzim konsantrasyonlu 6rnekte belirlenmistir. Bunun yani sira en yiiksek
antioksidan aktivite degeri ise 35 °C’deki sicaklikta inkiibe edilen %1 enzim konsantrasyonlu
ornekte tespit edilmistir (Tablo 12). Yaptigimiz varyans analizi sonucunda; sicaklik ve siire
parametrelerinin DPPH* metodu ile belirlenen antioksidan kapasite tlizerine ¢ok 6nemli bir
etkiye (p<0.01) sahip oldugu enzim konsantrasyonu parametresinin ise nemli (p<0.05) bir etki
olusturdugu belirlenmistir. Parametreler arasindaki interaksiyonlar incelendiginde sicaklik x
konsantrasyon interaksiyonunun énemli (p<0.05) bir etkiye sahip oldugu bulunmustur (Tablo
13). Genel olarak 45 °C’deki sicaklikta inkiibe edilen drneklerin diger sicakliklara gore daha
yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi goriilmektedir (Sekil 40 (A)). Sicaklik X siire
interaksiyonunun p<0.01 diizeyinde ¢ok onemli bir etkiye sahip oldugu (Tablo 13) bulunmus
ve her {i¢ sicaklik derecesinde genel olarak en yiiksek antioksidan aktivite 5 Saatlik inkiibasyon
sonucunda belirlenmistir (Sekil 40 (B)). Konsantrasyon ve siire interaksiyonunun ise yine
p<0.01 diizeyinde ¢ok anlamli oldugu belirlenmis olup (Tablo 13) en yiiksek antioksidan
aktivite %1 enzim ilave edilmis greyfurt sularinin 5 saatlik inkiibasyonu sonucunda tespit
edilmistir (Sekil 40 (C)).
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Sekil 40. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
DPPH* metodu ile belirlenen antioksidan aktivite degerlerindeki sicaklik x konsantrasyon (A),
sicaklik x stire (B) ve konsantrasyon x siire (C) interaksiyonlari

Yapilan literatiir aragtirmast sonucu naringinaz enzimi uygulanmis greyfurt suyunda
DPPH" radikali giderme metodu ile antioksidan tayinine rastlanmamistir. Fakat bunun yani sira
greyfurt suyunda DPPH* radikali giderme metodunun IC50 sonucu ile belirlenmis antioksidan
aktivite ¢aligmalari sinirlidir. Kelebek (2010) yaptigi bir ¢alismada Tirkiye'de yetistirilen
Greyfurt (Citrus paradisi) gesitlerinin antioksidan aktivitelerini DPPH* metodu ile belirlemis
ve antioksidan aktivitenin 34.51 ile 128.37 x 107 arasinda degisiklik gosterdigini
belirtmislerdir. Bunun yani sira turunggil sularina acilik gidermek amaciyla enzim ilave
edilmesi {izerine ¢alisan Kundu et al. (2022), ¢alismalarinda turunggil sularinin enzim ilave
edilmeden ve enzim ilave edildikten sonraki DPPH* antioksidan aktivitelerini sirasiyla 245.67
ve 382.33 ug GAE/ml olarak belirlemiglerdir.
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ABTS** Metodu

Farkli sicaklik ve konsantrasyonlarda enzim ilave edilmis greyfurt sularinin 1. ve 5.
saatler sonucunda ABTS"" antioksidan aktiviteleri Tablo 12°de verilmistir. Antioksidan aktivite
belirleme yonteminden biri olan ve oksidan olarak kullanilan K2S;Og (potasyum
peroksidisiilfat) tarafindan yiikseltgenen ABTS™", ABTS"" radikaline doniismektedir (Esitlik 1).
Antioksidan kapasitenin belirlenmesi, test edilen maddenin direkt ABTS™ radikali ile
etkilesime girmesi ile azalan rengin 734 nm dalga boyunda spektroskopik olarak ol¢iilmesi ile
gergeklesmektedir. ABTS'™ ile antioksiden kapasite belirleme, genis pH araliklarinda
kullanilabilen (Giilgin, 2012) ve hem lipofilik hemde hidrofilik bilesenlere uygulanabilen (Ali
et al. 2008) kullanish bir metottur.

K2S208 + ABTS K2S04+S0; ~ + ABTS™ (1)

ABTS™ serbest radikali giderme aktivitesi igin hazirlanmis olan farkh
konsantrasyondaki kontrol ABTS ler i¢in 734 nm’deki Olgiilen absorbans sonuglarinin

standart grafigi verilmistir (Sekil 41)
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Sekil 41. ABTS™" serbest radikali giderme aktivitesi i¢in hazirlanmig standart grafik

Yaptigimiz ¢alismada ABTS™ metodu ile belirlenen en yiiksek ICso degeri yani en
diisiik antioksidan aktivite degeri 25 °C’de inkiibe edilen %0.5 enzim konsantrasyonlu 6rnegin
1 saat inkiibasyonu sonucu belirlenmistir. Bunun yani sira en yiiksek antioksidan aktivite degeri
ise 35 °C’deki sicaklikta inkiibe edilen %1 enzim konsantrasyonlu ve 45 °C’de 5 saat inkiibe
edilen %0.5 enzim konsantrasyonlu 6rneklerde tespit edilmistir (Tablo 12). Yaptigimiz varyans
analizi sonucunda; sicaklik, siire ve konsantrasyon parametrelerinin ABTS™ metodu ile
belirlenen antioksidan kapasite lizerine p<0.01 diizeyinde ¢ok dnemli bir etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Parametreler arasindaki interaksiyonlar incelendiginde her ii¢ interaksiyonda
antioksidan aktivitedeki degisim p<0.01 diizeyinde ¢ok dnemli olarak tespit edilmistir (Tablo
13). Sekil 42(A), Sekil 42(B) ve Sekil 42(C)’de belirlenen degisimler DPPH* metodu belirlenen

96



sonuglarla elde edilen grafiklerle benzerlik gostermektedir. Bu durumda her iki antioksidan
belirleme yonteminde sonuglarin birbiri ile pozitif korelasyon (0.980**) gosterdigi tespit
edilmistir (Tablo 15).
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Sekil 42. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
ABTS™ metodu ile belirlenen antioksidan aktivite degerlerindeki sicaklik x konsantrasyon (A),
sicaklik x stire (B) ve konsantrasyon x siire (C) interaksiyonlari

Yapilan literatiir aragtirmasi sonucu naringinaz enzimi ilave edilmis greyfurt suyunda
ABTS™" radikali giderme metodu ile antioksidan aktivite belirleme i¢in bazi ¢alismalar
bulunmaktadir (Cavia-Saiz et al. 2011; Gonzalez-Temino et al. 2021). Fakat IC50 degeri olarak
belirlenen ABTS™" radikali giderme metodu ile antioksidan tayini i¢in herhangi bir literatiire
rastlanmamustir. Gonzalez-Temino et al. (2021) naringinazin asimetrik organik zarlar {izerinde
immobilizasyonu ve greyfurt suyunun acisini gidermek igin uygulanmasi iizerine yaptiklari
calismada ABTS'™" antioksidan aktivite i¢in, muamelenin taze ve islenmis meyve sularinda
strastyla 3.69 £ 0.20 ve 3.35 £ 0.04 mM trolox olarak tespit edildigini ve meyve suyunun

antioksidan kapasitesi lizerinde minimum etki gosterdigini bildirmislerdir. Cavia-Saiz et al.
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(2011) calismalarinda naringinaz ile enzimatik uygulamanin, naringenin igerigindeki artisa
bagli olarak greyfurt suyunun toplam antioksidan kapasitesini arttirdigini belirtmislerdir.
Bununla birlikte, greyfurt veya portakal suyunun acilik giderme islemi i¢in Amberlite IR400
(Cavia-Saiz et al. 2011) veya Lewait VPOC 1064 (Stinco et al. 2013) ile muamele isleminin,

antioksidan kapasitesinde yaklasik %25'lere kadar kayiplara neden oldugu bildirilmistir.

LC-MS/MS ile belirlenen fenolik bilesen profili

Greyfurt, saglikli yasam i¢in gerekli birgok besin maddesinin kaynagi olmakla birlikte
fenolik bilesiklerin de iyi bir kaynagidir. Bu fenolik bilesiklerin yapisi ve konsantrasyonu
greyfurtun tat karakteristigini ve organoleptik kalitesini biiyiik 6l¢iide etkilemektedir (Gattuso
et al. 2007; Ribeiro and Ribeiro, 2008). Fenolik bilesikler antioksidan kapasitesi yiiksek olan
bilesiklerdir (Majo et al. 2005; Xu et al. 2008).

Fenolik asitler ve flavanolar, narenciye sularindaki iki ana fenolik bilesik grubudur
(Rapisarda et al. 1999). Greyfurt suyu, yiiksek flavanon igerigine sahiptir (Gorinstein et al.
2004; Gattuso et al. 2007). Greyfurttaki flavanonlar, esas olarak glikozit formlari altinda
meydana gelmekte, bu glikozilasyon, rutinoz veya neohesperidoz tarafindan 7. pozisyonda
gerceklesmektedir (Aturki et al. 2004). Naringin ve narirutin, greyfurt sularindaki ana
flavanonlar olarak bilinmektedir (Gorinstein et al. 2004; Gattuso et al. 2007). Greyfurt
sularinda hesperidin, neohesperidin, didymin ve poncirin gibi bagka flavanon glikozitleri de
tanimlanmistir (Vanamala et al. 2006). Greyfurt flavononlari, anti-inflamatuar, antihipertansif,
diiiretik, analjezik ve hipolipidemik aktiviteler gibi ¢ok ¢esitli terapdtik oOzellikler
gostermektedir (Aturki et al. 2004; Majo et al. 2005; Xu et al. 2008).

Yaptigimiz arastirmada greyfurt suyuna enzim ilave edilmeden o6nce ve farkli
konsantrasyonlarda ve sicakliklarda enzim ilave edilmis greyfurt sulari 6rneklerine ait fenolik
bilesen profilleri LC-MS/MS cihaz1 ile kantitatif olarak belirlenmistir. Analizde, 32 adet
fitokimyasal bilesik arastirilmis olup, bu bilesikler;

> Fenolik asitlerden; 4-OH-Benzoic Acid, Vanillik Asit, Ellagik Asit, Gallik
Asit, Ferulik Asit, Rosmarinik Asit, Klorogenik Asit, Sinapik Asit, p-Kumarik Asit, Fumarik
Asit, Kaffeik Asit, Quinik Asit

> Fitoaleksin: Resveratrol

» Flavanoidlerden;

e Flavonlar: Apigenin, Luteolin

e Flavonoller: Kuersetin, Mirisetin, Izorhamnetin
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Antosiyanidinler: Peonidin-3-O-glukozit, Siyanidin-3-O-glikozit, Kerasiyanin
Klorit

e Flavanonlar: Hesperidin, Taksifolin

e Flavanoller: Katesin, Epikatesin, Epigallokatesin Gallat, Krisin, Viteksin,
Vanillin, Galangin, Kurkumin’dir.

Ancak bu bilesiklerin hepsi greyfurt suyu 6rneklerinde belirlenememis olup, belirlenen
bilesikler Tablo 16’da verilmistir.
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Tablo 16. Enzim Ilave Edilen Greyfurt Sularmda Inkiibasyondan Sonra Fenolik Bilesik Profili (pbb)

4= = c (I) = h = -
2 < S. 9= E = & 2 E £ £
x = 25 Sg 25 5 x X S5 = <
Sicaklik  Konsantrasyon Siire £ < gy 2= £< 2 = S £ < s 2
> S 3 s = @ c 5 8 > 8
4 N X 2 X T 7 i @ x
0. Saat 11126,09 1070,52 31,64 7390 399,62 1860,09 9,43 119,33 17,53 68,63 2,03
% 0,1 1. Saat 11685,73 413,75 33,47 86,01 38545 206542 14,42 17920 18,14 6950 2,74
5. Saat 11748,81 955,27 76,75 72,94 408,91 172652 27,30 270,22 18,72 67,39 2,80
0. Saat 11370,59 1156,44 31,07 7553 407,73 1861,04 13,39 110,69 18,08 68,68 2,56
25°C % 0,5 1. Saat 11921,77 538,09 34,28 88,12 397,99 200794 18,68 20523 1895 6959 2,95
5. Saat 13914,48 1084,19 3183 6452 42329 175758 37,08 37597 18,71 6943 2,07
0. Saat 11167,76 909,80 31,70 75,90 399,39 1833,15 14,16 150,39 17,95 67,02 2,15
%1 1. Saat 11881,88 978,80 31,23 78,26 397,25 191641 32,72 16855 19,45 70,93 2,83
5. Saat 13503,32 1140,67 30,08 69,38 43248 180040 5255 459,67 18,83 6825 255
0. Saat 11126,09 1070,52 31,64 7390 399,62 1860,09 943 11933 17,53 68,63 2,03
% 0,1 1. Saat 11757,63 1182,20 103,94 81,05 40563 181584 16,73 19530 20,92 6852 242
5. Saat 12277,81 1285,05 76,92 77,99 40858 179364 2591 259,41 19,73 7091 221
0. Saat 11370,59 1156,44 31,07 7553 407,73 1861,04 13,39 110,69 18,08 68,68 2,56
35°C % 0,5 1. Saat 11736,66 1144,26 30,04 7184 386,19 1903,73 17,70 149,30 18,53 69,01 2,12
5. Saat 12890,26 1093,42 31,15 67,77 394,60 178737 4496 45291 18,86 66,09 1,86
0. Saat 11167,76 909,80 31,70 7590 399,39 1833,15 14,16 150,39 17,95 67,02 2,15
%1 1. Saat 11506,75 1279,07 8541 72,00 407,68 1734,11 2454 17954 17,51 67,53 4,39
5. Saat 13384,88 1155,46 3355 77,97 439,99 1788,00 62,32 508,87 1760 67,61 247
0. Saat 11126,09 1070,52 31,64 7390 399,62 1860,09 9,43 119,33 17,53 68,63 2,03
% 0,1 1. Saat 11051,95 1110,04 76,26 63,05 380,53 167657 1,92 157,86 17,56 64,06 2,57
5. Saat 12261,16 1081,72 30,92 73,96 407,90 174784 42,02 327,92 1855 67,67 3,68
0. Saat 11370,59 1156,44 31,07 7553 407,73 1861,04 13,39 110,69 18,08 68,68 2,56
45°C % 0,5 1. Saat 11348,66 1010,43 3245 64,67 406,86 1749,30 17,91 15396 17,47 72,84 2,53
5. Saat 13410,82 1079,66 34,75 67,68 377,36 1748,06 61,61 45286 1895 6515 2,38
0. Saat 11167,76 909,80 31,70 7590 399,39 1833,15 14,16 150,39 17,95 67,02 2,15
%1 1. Saat 11057,09 1294,29 35,73 65,83 409,98 1827,07 10,17 182,23 18,82 74,97 4,26
5. Saat 13531,44 424,29 29,96 61,84 399,73 164845 38,32 49358 1881 6754 1,70




Orneklerde kuinik asit (11051,95-13914,48 ppb), major bilesen olarak tespit edilmistir.
%0.5 enzim konsantrasyonu ile 25 °C’de 5 saat inkiibe edilen ornegin, en yiiksek miktarda
kuinik asit i¢erdigi, %0.1 enzim konsantrasyonu ile 45 °C’de 1 saat inkiibe edilen 6rnegin ise
en disiik miktarda kuinik asit i¢erdigi bulunmustur (Tablo 16). Varyans analizi sonuglari
degerlendirildiginde, konsantrasyon ve siire parametrelerinin ayri ayri kuinik asit {izerine ¢ok
onemli diizeyde (p<0.01) etkili oldugu belirlenmis olup, sicaklik x siire interaksiyonunun
onemli (p<0.05) ve konsantrasyon x siire interaksiyonlarinin ise ¢ok énemli (p<0.01) diizeyde
etkili oldugu tespit edilmistir (Tablo 17). Sekil 43’te drneklerin kuinik asit miktarinda 1. saatte
cok az bir degisim meydana gelirken 5. saate dogru %0.5 ve %1 enzim ilave edilmis greyfurt
sularinda %0.1 enzim ilave edilmis greyfurt sularina gore daha fazla bir artis meydana gelmistir.
Yapilan literatiir arastirmasi sonucu naringinaz enzimi ilave edilmis greyfurt sularinda kuinik
asit miktar ile ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Ancak enzim konsantrasyonun artmasiyla
birlikte en yliksek miktarda belirlenen fenolik bilesigin daha ¢ok etkilenebilecegi bildirilmistir
(Ruviaroetal. 2019). Akyildiz et al. (2022), ¢alismalarinda iyon degisim regineleri ile muamele
edilmis portakal sularinda degisim parametrelerini belirlemislerdir. Yaptiklar1 calisma
sonucunda kuinik asit i¢erigini (667.14-1,171.26 mg/L) olarak belirlemis ve Amberlite FPA53
recinesi ile muamele edilmis meyve sularindaki kuinik asit miktarinda %10.46 artis oldugunu

bildirmislerdir.

Kuinik asitin meme kanseri hiicrelerinde apoptoz aracili sitotoksisite yoluyla antikanser
aktivite gdsteren bir antioksidan oldugu, ayrica meme kanseri dokusunda artmis anjiyogenez
faktorleri olan selektinlere giiclii bir afinite gostertigi belirtilmistir (Samimi et al. 2021). Ayn1
zamanda kuinik asitin anti-HIV-1 aktivitesi oldugu da bildirilmistir (Yazdi et al. 2019).
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Sekil 43. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
kuinik asit miktarindaki konsantrasyon X siire interaksiyonu
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Tablo 17. Enzim Uygulanan Greyfurt Sularinin inkiibasyondan Sonraki Fenolik Bilesik Profili Varyans Analiz

Varyans

Kaynaklar: Sicaklik (A) Konsantrasyon (B) Siire (C) AXB AXC BXC

SD 2 2 2 4 4

Ozellikler KO F KO F KO F KO F KO F KO F
Kuinik Asit 221893269 1,994 1681284971  15100** 15056704121 143,395** 139454081 1,253 308452,582  2,772*  1050731,384  9,442**
Fumarik Asit 229798,314  10,566** 9740,649 0,448 12772,972 0,587 71259,757 3,277* 241883,953 11,122** 159319,498 7,326**
Kerasiyanin ~ 1105,453  1353,002** 2526,436 3092,193** 1791,771 2193,010** 373,291 456,884** 900,293 1101,900** 757,019 926,541**
Klorit

Siyanidin -3- 246,106 100,784** 44,978 18,419** 116,276 47,617** 15,995 6,550** 205,200 84,032** 50,509 20,684**
O-glikozit

Klorogenik 282,047 7,860** 515,783 14,374** 755,168 21,046** 207,979 5,796** 460,843 12,843** 467,663 13,033**
Asit

Hesperidin ~ 42740,754 9,938** 5873,037 1,366 57653,046 13,405** 1735,519 0,404 31288,329 7,275%* 896,594 ,208
Sinapik Asit 22,748 2,545 689,402 T77,124** 5083,785 568,730** 195,861 21,911** 162,843 18,217** 96,707 10,819**
Ferulik Asit 741,530 1,240 26944,027 45,062** 383678,120 641,668** 156,028 0,261 2391,936 4,000* 20005,752 33,458**
Rosmarinik 0,592 3,563* 0,108 0,652 4,129 24,831** 2,750 16,536** ,654 3,934* ,703 4,225**
Asit

Vanillin 1,637 ,983 1,236 742 18,133 10,882** 10,231 6,140** 5,584 3,351* 16,629 9,979**
Resveratrol 0,161 1,561 ,553 5,382* 2,655 25,816** 0,433 4,209** 0,110 1,065 2,112 20,541**

*p<0,05 **p<0,01

AxB: Sicaklik ve konsantrasyon interaksiyonu
AXC: Sicaklik ve siire interaksiyonu

BxC: Konsantrasyon ve siire interaksiyonu
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Tablo 18. Enzim Uygulanan Greyfurt Sularinin Inkiibasyondan Sonraki Fenolik Bilesik Profili icin ANOVA ve Duncan Coklu Karsilastirma Testi

= E - =
— = =} = B 4 — 2] —
5= = c 3 B <
g Z < 5 g < g 2 2 < E E
E Xx = = & s 5 X X £ = g
'z S : Qo Q =] ]
g E £ 2 = S 2 S 2 g s 2
2 - T £ = ) = @ w 3 o
¥ S x
[%2)
25 12035,60+1013,77 916,39+278,23°¢ 36,89+14,57°  76,06£7,29° 405,79+14,56* 1869,84+115,54° 24,41£1395  226,58+117,82 18,49+0,64%  68,82+1,45 2,5240,42
Sicakhk 35 11913,16+797,41 1141,80+155,22 50,60+28,58%  74,88+4,05° 405,49+15,09° 1819,66+58,99° 25,46+£16,97  236,19+143,03 18,52+1,17*  68,22+1,67 2,47+0,77
45 11813,954+994,73 1015,24+259,72°  37,17£14,35°  69,15+5,61° 398,79+12,48° 1772,40+98,90° 23,21£19,15  238,76+144,2 18,19+0,66° 68,51+3,49 2,65+0,82
% 0,1 11573,48+490,60° 1026,62+282,04  54,8+27,62° 75,1946,15%  399,54+11,15°  1822,90+122,99 17,40+£11,97°  194,21+77,47¢ 18,47£1,16  68,21£2,09 2,50+0,58°
Konsantrasyon % 0,5 12148,27+1012,25*  1046,6+214,10 31,97+1,68° 72,35+7,36°  401,05+13,52°  1837,45+93,32 26,45+17,10°  23581£145,15° 18,41+0,59  68,68+2,37 2,40+0,33°
% 1 12040,96+1102,75°  1000,22+263,54  37,90+17,38° 72,55+5,73° 409,47+16,16 1801,54+84,33 29,23+18,30*  271,51+158,05* 18,32+0,75  68,66+2,66 2,74+0,98°
0. Saat  11221,48+219,79¢ 1045,58+210,37  31,47+0,59° 75,11£1,80*  402,25+7,99° 1851,43+26,60* 12,32+4,27°¢ 126,8+35,09¢ 17,85+0,48°  68,11£1,58b  2,24+0,47°
Siire 1.Saat  11549,79+327,69° 994,55+305,48 51,42427,91° 74,539,078 397,50£11,03° 1855,15+139,08%  17,20+8,32° 174,57+19,01° 18,60+1,12%  69,66+3,10°  2,98+0,78%
5. Saat  12991,44+803,89° 1033,3+238,56 41,77+19,36°  70,45+5,56° 410,32+18,83%  1755,32+69,31° 43,56+12,89*  400,16+92,13% 18,7540,55% 67,78+1,72°  2,41+0,57°

* Her siitun igin istatistiki analiz kendi i¢erisinde yapilmis ve ayni harfle gdsterilen ortalamalar P<0,05 6nem seviyesinde ayni olarak kabul edilmistir.



Greyfurt sularinda fumarik asit miktar1 en diisiik 45 °C’lik sicaklikta %1 enzim ilave
edilen 6rnegin 5 saat inkiibasyonu sonucunda 424.29 ppb olarak belirlenmistir. En yiiksek
miktar ise 35 °C’de %0.1 enzim ilave edilmis greyfurt suyunun 5 saat inkiibasyonu sonucunda
1285.05 olarak bulunmustur (Tablo 16). Yapilan varyans analizi ile sicaklik parametresinin
fumarik asit miktar1 {lizerine p<0.01 diizeyinde ¢ok Onemli bir etkiye sahip oldugu,
konsantrasyon ve siire parametrelerinin ise 6nemli bir etkiye sahip olmadig1 belirlenmistir.
Interaksiyonlar incelendiginde sicaklik X enzim konsantrasyonu intaraksiyonunun 6nemli
(p<0.05), sicaklik x siire ve enzim konsantrasyonu x siire parametrelerinin ¢ok énemli (p<0.01)
etki gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 17). 35 ve 45 °C sicaklik derecesindeki greyfurt suyu
orneklerinin fumarik asit miktarinin 0-1 saatlari arasinda arttig1, 1-5 saatlari arasinda ise bir
azalma gosterdigi, bunun yani sira 25 °C’lik sicakliktaki 6rnegin, 0-1 saatlari arasinda azaldigi
1-5 saatleri arasinda bir artig gosterdigi Sekil 44 (A)’da verilmistir. Sekil 44 (B)’de %0.1 enzim
iceren greyfurt sularimi 0-1 saatleri arasinda azaldigi, 1-5 saatleri arasinda fumarik asit
miktarinin arttigt bulunmustur. Bununla birlikte %0.5 ve %1 enzim igeren 6rneklerin fumarik

asit miktar1 1. saate kadar artmis daha sonra azalmstir.

Cserhalmi et al. (2006), calismalarinda darbeli elektrik alani ile muamele edilmis
narenciye sulari iizerine yaptiklar1 ¢aligmada, greyfurt suyundaki fumarik asit miktarni 0.11

mg/L olarak belirlemislerdir.

Fumarik asit, trikarboksilik asit dongilistiniin bir ara metaboliti olarak gorev yapan
organik bir asittir. Yaygin olarak kullanilan bir gida katki maddesidir (FEEDAP et al. 2013).

Siyanobakteriler tizerinde fumarik asitin etkisi oldugu da bildirilmistir (Bai et al. 2015).
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Sekil 44. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
fumarik asit miktarina etki eden sicaklik X siire (A) ve konsantrasyon X siire (B) interaksiyonlari

Kerasiyanin klorit miktar1 29,96-103,94 ppb arasinda degisiklik gostermis olup (Tablo
16), degisim iizerine sicaklik, siire ve konsantrasyon parametreleri ve bunlarin birbirleri ile olan
interaksiyonlarinin ¢ok 6nemli (p<0.01) etkiye sahip oldugu bulunmustur (Tablo 17). Sekil
45(B) ve Sekil 45(C) ‘de 35 ve 45 °C’lik sicaklik derecelerinde %0.1 ve %0.5 enzim ilave
edilmis greyfurt sularinin Kerasiyanin klorit miktarinda 1-5 saaatleri arasinda azalma
goriiliirken 25 °C’lik sicaklikta artis meydana gelmistir. Enzim konsantrasyonu ve uygulanan
sicaklik derecelerinin kerasiyanin klorit miktar1 tizerindeki etkisi dogru orantili bulunmustur
(Sekil 45 (A)). Yapilan literatiir taramasi sonucu narenciye sularinda kerasiyanin klorit ile ilgili

bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Kerasiyanin klorit bir antosiyanidin aglikonudur (Talpur et al. 2017). Antosiyaninler,
giiclii serbest radikal siipiiriiciileri ve in vitro antioksidan yapilar1 nedeniyle oral, 6zofagus ve
kolon kanserine kars1 etkili olup, ayn1 zamanda antihipertansif (Rodriguez-Saona and Wrolstad,

2001) ozellik gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 45. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularinin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
kerasiyanin klorit miktara etki eden sicaklik X konsantrasyon (A), sicaklik x siire (B) ve
konsantrasyon x siire (C) interaksiyonlari

Siyanidin-3-O-glukosit degeri 61,84-88,12 ppb arasinda degisiklik gostermistir (Tablo
16). Her ii¢ parametre ve bunlarin interaksiyonlarinin degisim tizerine ¢ok anlamli (p<0.01) bir
etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 17). Siyanidin-O-glikozit miktarinda en ¢ok degisiklik
9%0.5 enzim konsantrasyonlu greyfurt suyu 6rneklerinde ve 45 °C sicaklik drecesinde 1 saatlik
inkiibasyon sonunda meydana gelmistir. 1 ve 5 saat arasinda en ¢ok artis %1 enzim ilave edilen
orneklerde (Sekil 46 (A)) ve 25 °C sicaklik derecesindeki oOrneklerde (Sekil 46 (B))
belirlenmistir. Yapilan literatiir taramasi sonucu enzim ilave edilmis greyfurt suyunda

siyanidin-O-glikozit miktari belirlenmis bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Siyanidin-3-O-glukozit bir antosiyanidin aglikonudur ayn1 zamanda noroprotektif bir
antioksidandir. Bununla birlikte, Siyanidin-3-O-glukozit’in 6grenme ve hafiza bozukluguna
karst koruyucu oldugu, ancak normal 6grenme ve hafizan1 gelisimi {lizerinde hicbir etkisi

olmadigi belirlenmistir (Qin et al. 2013).
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Sekil 46. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularinin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
siyanidin-3-O-glikozit miktarina etki eden sicaklik x konsantrasyon (A), sicaklik X siire (B) ve
konsantrasyon x siire (C) interaksiyonlari

Klorogenik asit degeri ¢alismamizda 380,53-439,99 ppb arasinda degisiklik gostermis
olup (Tablo 16), sicakli, enzim Kkonsantrasyonu ve siire parametreleri ve bunlarin
interaksiyonlariin klorojenik asit miktarindaki degisim iizerinde etkisi ¢ok énemli (p<0.01)
bulunmustur (Tablo 16). Klorogenik asit miktarlar1 1 ve 5 saat arasinda en ¢ok artis %1 enzim
ilave edilen 6rneklerde (Sekil 47 (A)) ve 25 °C sicaklik derecedeki 6rneklerde (Sekil 47 (B))
belirlenmistir. Yapilan literatiir arastirmasinda enzim ilave edilmis greyfurt suyunda

belirlenmis klorogenik asit miktart ile ilgili bir calismaya rastlanmamastir.

Fenolik bilesiklerin biiyiik bir sinifi, hemen hemen her bitkide bulunan hidroksisinamik
asitlerdir. Hidroksisinamik asitlerin baslica temsilcisi, gidalarda esas olarak klorojenik asitin
(5-kafeoilkuinik asit) kuinik asit ile bir ester olarak olusturdugu kafeik asittir. Klorojenik asit,
in vitro antioksidanlardir ve bu nedenle kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesine katkida

bulunabilmektedir (Olthof et al. 2001).
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Sekil 47. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularinin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
Klorojenik asit miktarina etki eden sicaklik x konsantrasyon (A), sicaklik X siire (B) ve
konsantrasyon x siire (C) interaksiyonlari

Hesperidin miktarinda 1648,45-2065,42 ppb arasi degisiklik tespit edilmis olup (Tablo
16), varyans analizi sonucu, enzim konsantrasyonunun degisim tizerinde énemli (p<0.05) bir
etkiye sahip olmadigy, siire ve sicaklik parametrelerinin ise ¢ok dnemli (p<<0.01) bir etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Sicaklik X enzim konsatrasyon interaksiyonunun hesperidin miktarindaki
degisimde herhangi bir etkiye sahip olmadig: fakat sicaklik x siire ve enzim konsantrasyonu X
slire interaksiyonlarinin hesperidin miktarindaki degisimde ¢ok anlamli (p<0.01) bir etki
gosterdigi bulunmustur (Tablo 17). Sekil 3. 48’de 0-1 saatleri arasinda hesperidin miktarinda

bir artis goriilmiisken, 1-5 saatleri arasinda hesperidin miktarinda bir azalma meydana gelmistir.

Ruviaro et al. (2019), calismalarinda gesitli turunggil meyvelerine enzim uygulamasini
aragtirmiglardir. Arastirma sonucunda turunggil sularinda; narirutin, naringin, hesperidin,
naringenin, hesperetin, tangeritin ve diosmetin fenolik bilesiklerini bulmuslardir. Caligma da
24 saatlik inkiibasyon sonucunda hesperidin miktarinda 6nemli Ol¢lide azalma tespit

etmislerdir.

Kelebek et al. (2008), ¢alismalarinda greyfurt sularindaki en yiiksek bilesigi hesperidin
olarak belirlemislerdir. Aragtirmada hesperidin miktarinin 143.20 £+ 6.38 mg/l ve 112.98 £ 0.99

mg/l oldugunu bildirmislerdir. Ruviaro et al. (2019), turunggil sularina enzim uygulamasinin 6.
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saatinde hesperidin miktarini, 106.6 mg/100g, 12. saatinde, 116.8 mg/100g ve 24. saatinde 58.7
mg/100g olarak belirlemislerdir. Calismamizda naringinaz enzimi ilave edilmis greyfurt
sularmin hesperidin miktarinda 1 saate kadar bir artis, 1-5 saatleri arasinda bir azalma

belirlenmistir.

Hesperidin, turunggillerde bulunan dogal olarak olusan bir flavonoiddir ve &zellikle
portakal meyvesinde ve suyunda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Hesperidinin
kardiyovaskiiler risk faktorleri tizerindeki yararli etkileri oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte
sicanlarda hesperidin tiiketiminin lipid profili ve glikoz seviyeleri {izerindeki yararh etkileri
oldugu, ancak insanlar tizerindeki ¢alismalarin sonug¢larinin hala belirsiz oldugu bildirilmistir

(Pla-Paga et al. 2019).
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Sekil 48. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
hesperidin miktarina etki eden sicaklik x siire (B) interaksiyonlari

Sinapik asit ve Ferulik asit miktarlar1 sirasiyla 1,92-62,32 ve 110,69-493,58 ppb
arasinda degiskenlik gostermistir (Tablo 16). Her iki fenolik asitin miktarlarindaki degisim
tizerine sicakligin O6nemli bir etkisi olmamustir. Fakat degisim iizerine siire ve enzim
konsantrasyonunun ¢ok oOnemli (p<0.01) bir etkisi olmustur. Degisimlerde sicaklik x
konsantrasyon interaksiyonu sinapik asit miktarinda ¢ok 6nemli (p<0.01) bir etkiye sahip
olurken, ferulik asit miktarinda etkisi 6nemsiz bulunmustur. Sicaklik x siire interaksiyonu ise
sinapik asitte cok onemli (p<0.01) etki gosterirken ferulik asit miktarlarinda 6nemli (p<0.05)
bir etki gOstermistir. Siire ve konsantrasyon interaksiyonunun ise her iki fenolik asite ¢ok
anlaml1 (p<0.01) bir etkiye sahip oldugu bulunmustur (Tablo 17). Sinapik asit miktar1 5. Saatin
sonuna kadar enzim konsantrasyonuna bagli olarak bir artis gdstermistir (Sekil 49 (B), Sekil 49

(C)). Aym sekilde ferulik asit miktarinda da bir artis meydana gelmistir (Sekil 50).
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Stinco et al. (2013), Endiistriyel bir acilik giderme isleminin portakaldaki besinsel ve
biyoaktif bilesikler lizerindeki etkisini arastirdiklar1 calismada, ferulik asit miktarinin uygulama
sonrast 5.44 mg/L’den 4.04 mg/L’ye diistiglinii bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada sinapik asit
miktarinin ise 3.70 mg/L’den 2.52 mg/L’ye diistiglinii belirtmislerdir. Kelebek et al. (2009)

calismalarinda ferulik asit miktarin1 51.26 mg/L, sinapik asit miktarini ise 8.60 mg/L olarak

tespit etmislerdir.

Ferulik asidin kimyasal ad1 4-hidroksi-3-metoksisinamik asittir. Dogal bir antioksidan
olarak ferulik asit, cogunlukla cilt bakim iiriinlerinde ayni zamanda saglik alaninda
kullanilmistir (Kumar and Pruthi, 2014). Cesitli calismalar, ferulik asitin yagslanma karsit1 (Brito
et al. 2019), antitimor aktivitesi (Yang et al. 2015), noroprotektif etkiler (Sung et al. 2014) ve
kardiyovaskiiler hastaliklarla miicadele (Alam et al. 2013) dahil olmak iizere ¢ok g¢esitli

terapotik etkilere sahip oldugunu bildirmislerdir.

Sinapik asit, serbest radikaller tizerine etkili bir antioksidan 6zellik gostermekle beraber,
antiinflamatuar, anti-kanserojen ve anti-UV 6zellikleri gibi bir¢ok biyolojik o6zelliklere de
sahiptir (Reungoat, et al. 2021).
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Sekil 49. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularinin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
sinapik asit miktarmna etki eden sicaklik X konsantrasyon (A), sicaklik x siire (B) ve
konsantrasyon x siire (C) interaksiyonlari
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Sekil 50. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularinin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
ferulik asit miktarina etki eden enzim konsantrasyonu X siire interaksiyonu

Rosmarinik asit miktar1 17,47-20,92 ppb arasinda degisiklik gosterirken, Vanilin
miktar1 67,02-74,97 ppm arasinda degisiklik gostermistir (Tablo 16). Rosmarinik asit ve vanilin
i¢in enzim konsantrasyonu degisime direkt etki etmemekle birlikte, siire ¢ok 6nemli bir etki
(p<0.01) gostermistir. Sicaklik, rosmanirik asit miktarlarinda 6nemli bir etki (p<0.05)
gosterirken vanilin miktarlarinda 6rnekler tizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmamistir. Her iki
fenolik bilesik icin sicaklik x konsantrasyonu ve siire x konsantrasyon interaksiyonlar1 ¢ok
onemli bir etki (p<0.01) gosterirken sicaklik x siire interaksiyonu 6nemli bir etki (p<0.05)
gostermistir (Tablo 17). Sekil 51 (A)’da rosmarinik asit miktar1 %0.5 enzim ilaveli greyfurt
suyu ornekleri igin her {i¢ sicaklik derecesinde de ayni olarak bulunmusken, greyfurt suyu
orneklerinden %1 enzim konsantrasyonu igerenlerin rosmanirik asit miktari en yiiksek 35 °C
sicaklik dercesinde belirlenmistir. Sekil 51 (B)’de rosmarinik asit miktart %0.5 ve %0.1 enzim
iceren orneklerde 0-1 saatleri arasinda bir artis géstermis olup, 1-5 saatleri arasinda bir azalma
meydana gelmistir. Sekil 52 (A)’da 35 °C sicaklik derecesindeki 6rneklerden vanilin miktar en
diisiik %0.5 ve %1 enzim igeren O6rneklerde belirlnemistir. Sekil 52 (B)’de ise 0-1 saatleri aras1
%0.5 ve %1 enzim igeren Orneklerde rosmarinik asit miktari artig gosterirken, 1-5 saatleri
arasinda azalma meydana gelmistir. %0.1 enzim igeren drneklerde ise rosmanirik asit miktari

0-1 saatleri arasinda azalma gostermigken, 1-5 saatleri arasinda artis meydana gelmistir.

Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda enzim ilave edilmis greyfurt suyunda
rosmarinik asit ve vanilin igerigine rastlanmamistir. Moulehi et al. (2012), ¢alismalarinda
mandalina ve aci portakallarin antioksidan ve fenolik igeriklerini arastirmislardir. Calisma
sonucunda rosmanirik asit miktart mandarin ve aci portakalda sirasiyla 0.6-0.90 pg/g ve 3.35-
4.09 pg/g olarak belirlenmis, vanilin miktarini ise sirasiyla 0.26-1.61 pg/g ve 0.62-1.08 pg/g

olarak tespit etmislerdir.
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Rosmarinik asit bir kafeik asit esteridir. Antiviral, antibakteriyel, antioksidan (Ivanov et
al. 2022) ve antiinflamatuar aktiviteler gibi bircok biyolojik aktiviteye sahiptir (Luo et al.
2020). Vanilinin antiosteoporotik oldugu belirlenmistir (Tanaka et al. 2019).
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Sekil 51. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu

rosmarinik asit miktarina etki eden sicaklik x konsantrasyon (A), konsantrasyon X siire (B)
interaksiyonlari
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Sekil 52. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularinin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
vanilin miktarina etki eden sicaklik X konsantrasyon (A), konsantrasyon x siire (C)
interaksiyonlari

Greyfurt sularinda en diisiik diizeyde bulunan fenolik bilesigin ise resveratrol (1.70-4.36
ppb) oldugu belirlenmistir (Tablo 16). Sekil 53 (A)’da goriildiigi gibi 45 °C’lik inkiibasyonda
%0.5 enzim konsantrasyonlu ornekte resveratrol miktarinda bir diisiis belirlenmis, enzim
konsantrasyonu arttik¢a resveratrol miktar: tekrar artmistir. Sekil 53 (B)’de 5. saatin sonunda
%0.5 enzim konsantrasyonu igeren greyfurt sularindaki resveratrol miktarinda artis

goziikkmektedir.

Yapilan literatiir arastirmasi sonucu enzim ilaveli greyfurt suyunda resveratrol ile ilgili
bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bir polifenol olan resveratrol (trans-3, 5, 4'-trihidroksistilben),
yasa bagli hastaliklar1 6nlemek amaciyla ilgi uyandiran bir ajan olarak arastirilmistir (Pollack
et al. 2017). In vitro ve hayvan modellerinde yapilan calismalarda resveratroliin glukoz
metabolizmasi, vaskiiler fonksiyon lizerinde yararli etkileri oldugunu, ayrica antiinflamatuar ve
antioksidan 6zellikleri oldugunu bildirmislerdir (Baur et al. 2006). Resveratroliin mitokondriyal
biyogenezi destekledigi ve boylece mitokondriyal fonksiyonu iyilestirdigi de caligmalarda
belirtilmistir (Baur et al. 2006; Lagouge et al. 2006). Bu faydalarin yani sira, resveratroliin
diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik gibi kronik hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinin insan

tizerindeki roliinii belirlemek icin yapilan arastirmalar, sinirlidir ve net bir sonug
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belirtilmemistir (Ghanim et al. 2010; Timmers et al. 2011; Bhat et al. 2012 ; Yoshino et al.
2012; Poulsen et al. 2013).
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Sekil 53. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
resveratrol miktarina etki eden sicaklik x konsantrasyon (A) ve konsantrasyon X siire (B)
interaksiyonlari
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Sekil 54. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin ilave edildigi greyfurt
suyunun 45 °C sicaklikta 5 saatlik inkiibasyon sonucu fenolik profili kromatogrami (1: kuinik
asit, 2: fumarik asit, 3: siyanidin-3-O-glikozit, 4: kerasiyanin Kklorit, 5: klorojenik asit, 6:
heperidin, 7: sinapik asit, 8: ferulik asit, 9: vanilin, 10: rosmarinik asit, 11: resveratrol)
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Yapilan literatiir arastirmast sonucu greyfurt suyuna acilik gidermek amaciyla
naringinaz enzimi ilave edilmesiyle fenolik madde profilinde meydana gelen degisiklikle ilgili

herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bu yoniiyle yapilan bu ¢aligsma bir ilk olacaktir.

Gattuso et al. (2007), turunggillerdeki fenolik bilesikler iizerine yaptiklar1 arastirmada
greyfurt sularinin tiirlerine gore farkli fenolik bilesik kompozisyonuna sahip oldugunu
bildirmislerdir. Genel olarak greyfurt sularinda flavanonlardan; didimin, eriositrin, hesperidin,
naringin, narirutin, neohesperidin, neoeriositrin, poncirin flavonlardan; rutin, rhoifolin
polimetoksiflavonlardan; heptametoksiflavon, nobiletin, tangeretin, aglikonlari; hesperetin,
naringenin, taxifolin, kuersetin olarak belirlenmekle birlikte bir flavanon olan naringinin her
zaman greyfurt suyunda ayirt edici bir bilesen olarak kabul edildigini bildirmislerdir. Ayn1
zamanda Narirutinin de 1yl miktarlarda bulundugunu belirtmislerdir. Ayrica, beyaz greyfurt
suyunun flavonoidler agisindan pembe ve kirmizi ¢esitlerden biraz daha zengin oldugunu ifade
etmislerdir. Bununla birlikte ticari greyfurt sulari elle sikilan muadillerinden daha da konsantre
olma egiliminde oldugu ve bu durumda ana bilesenler olan naringin, naringenin ve narirutinin
daha da yiiksek bir konsantrasyonda bulundugu yapilan bazi c¢aligmalarda bildirilmistir
(Belajova and Suhaj, 2004; Vanamala et al. 2006; Lee and Kim, 2003; Ross et al. 2000).

Kelebek et al. (2008) kan portakallarindan elde edilen meyve sularinda yaptiklar
calismada, hidroksibenzoik asitlerden gallik asit protokatekuik asit hidroksisinamik asitlerden
kaffeik acit klorojenik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit flavanonlardan; narirutin,
naringin hesperidin, neohesperidin, didimin, anthosianinlerden; delphinidin 3-glukosit,
siyanidin-3-O-glucoside, delphinidin 3-(600-malonil glukosit), siyanidin 3-(600-malonil
glukosit) siyanidin 3-O-(600-dioksalil glukosit), peonidin 3-(600-malonil glukosit) fenolik
bilesiklerini belirlemislerdir. Belirlenen bilesikler arasinda Moro and Sanguinello ¢esidi
portakallardan elde edilen meyve sularinda en yiiksek sirasiyla 143.20 + 6.38 ve 112.98 + 0.99
mg/l ile hesperidin belirlenmistir. En diisiik ise yine sirastyla 0.51 + 0.14 0.22 + 0.08 mg/I ile

neohesperidin olarak tespit etmislerdir.

Kelebek (2010), Tiirkiye’de yetisen greyfurtlarin fenolik bilesik kompozisyonunu
incelemistir. Calisma sonucunda, Hidroksibenzoik asitlerden; gallik asit protokatekuik asit
hidroksibenzoik asit vanillik asit hidroksisinnamik asitlerden; kaffeik asit klorojenik asit p-
kumarik asit ferulik asit sinapik asit flavanonlardan; narirutin, naringin, hesperidin,
neohesperidin, didimin, poncirin bilesiklerini belirlemistir. Farkli ¢esitlerdeki en yiiksek degeri
naringinde belirlemis olup, bu degerlerin 320.41 + 1.70°,464.13 £ 1.37%,270.21 + 1.86, 352.67

+ 0.57° mg/L olarak buldugunu bildirmistir. Naringinden sonraki en yiiksek deger ise
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narirutinde tespit edilmis olup bu degerleri 96.12 + 1.91¢, 120.06 + 0.99°, 63.80 + 0.709, 102.75
+ 0.12% mg/L olarak belirtmistir.

Sicari et al. (2018), iki farkli gesitten elde edilen greyfurt (Citrus paradisi) suyunun
fizikokimyasal 6zellikleri ve antioksidan kapasitelerini belirledikleri ¢alismada, fenolik bilesik
kompozisyonunu, poncirin, narirutin, naringin, neohesperidin, hesperidin, rutin, hesperetin,
naringenin ve kuersetin olarak belirlediklerini bildirmislerdir. Sicari et al. (2018), greyfurt
suyunda en yiiksek miktarda bulunan bilesigin naringin (287.15 ve 197.10 mg/l) oldugunu ve
bunu narirutinin (37.07 ve 38.87 mg/l) izledigini belirtmislerdir.

Yaptigimiz arastirmada greyfurt suyunda belirlenen fenolik bilesiklerin bazilariin
onceki caligmalardan farkli olmasi, narenciye ¢esidine, endiistriyel atik tiiriine ve kullanilan
ekstraksiyon yontemine gore toplam fenolik i¢eriginin degisebilmesinden (Ruviaro et al. 2019)

kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Greyfurt suyunda HPLC ile belirlenen naringin miktari

Naringin (4,5,7-trihidroksi flavanon-7-B-L-ramnoglikozit-(1,2)-a-D-glukopiranozit),
cesitli turunggillerde, 6zellikle greyfurtlarda bulunan aci bir flavonoiddir (Puri and Banerjee,
2000). Naringinin, iilser onleyici, iltthap 6nleyici, antioksidan gibi ¢esitli biyolojik faaliyetler
gosterdigi bilinmektedir (Chen et al. 2003). Meyve suyu endiistrisinde ise acilik nedeniyle
istenmeyen naringin, islenmis {riinlerden uzaklastirilmasi veya seviyeleri 6nemli dlgiide

diistirilmesi istenen bir maddedir (Yusof et al. 1990; Puri et al. 2005).

Calismamizda A.niger ATCC 1688’den saflastirilan naringinaz enziminin farkli
konsantrasyonlarda (%0.1, %0.5 ve %1) greyfurt suyu 6rneklerine ilave edilerek farkl sicaklik
derecelerinde (25, 35 ve 45 °C) inkiibasyonu ile acilik bilesiklerinden olan naringinin
miktarindaki azalmas1 HPLC ile belirlenmistir. Sekil 55°te greyfurt suyu Orneklerindeki
naringin miktar1 her ii¢ sicaklik derecesindede bir azalma gostermistir. Greyfurt sularindaki
naringin miktarinda her {i¢ enzim konsantrasyonu ilave edilen 6rneklerde 1. saatin sonunda
onemli bir azalma meydana gelmistir. Siirenin daha da uzatilmasi ile 5. saatin sonunda %0.1 ve
%0.5 enzim konsantrasyonu eklenmis greyfurt sular1 Orneklerinde ©nemli bir azalma
belirlenmemekle birlikte %1 enzim konsantrasyonu eklenmis 6rneklerde naringin miktarinin
daha da diistiigii tespit edilmistir (Sekil 57). Greyfurt sularinin baslangi¢ naringin miktarlar
279,22 ppm olarak belirlenmistir. Greyfurt suyu 6rneklerinin 1 saat inkiibasyonu sonucu en ¢ok
azalma 35 °C’de %0.5 enzim ilave edilmis 6rnekte (142,43 ppm) ger¢eklesmistir. En az degisim
ise 25 °C’de %0.1 enzim ilave edilmis ornekte (173,87 ppm) tespit edilmistir. Enzim ilave

edilmesi ve 5 saat inkiibasyon sonucu en fazla degisim %1 enzim konsantrasyonu eklenmis 45
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°C’lik inkiibasyon sonucunda (96,12 ppm) belirlenmistir. (Tablo 19). Ribeiro and Ribeiro,
(2008) cesitli greyfurt ve portakal sularinda naringin ve naringenin belirlemek amaciyla
yaptiklar1 arasgtirma da naringin miktarmi 55-95 pg/mL (ppm) araliginda tespit etmislerdir.
Baslangi¢ naringin miktarinin farkli ¢gtkmasinin greyfurtun yetistirildigi blgeye ve cinsine gére
bilesimlerinin degiskenlik gosterebileceginden (Ruviaro et al. 2019) kaynaklandig

distiniilmektedir.

Tablo 19. Direkt Enzim Uygulanan Greyfurt Sularinda Enzim Uygulama Siiresi Boyunca
Belirlenen Naringin Konsantrasyonlari

Inkiibasyon sicakhg 25°C
Enzim Konsantrasyonu %0.1 %0.5 %1
Siire Naringin Siire Naringin Siire Naringin
(ppm) (ppm) (ppm)
0. Saat 279,22 0. Saat 279,22 0. Saat 279,22
1. Saat 173,87 1. Saat 159,69 1. Saat 158,89
5. Saat 173,40 5. Saat 161,86 5. Saat 132,11
Inkiibasyon sicaklig 35°C
Enzim Konsantrasyonu %0.1 %0.5 %1
Siire Naringin Siire Naringin Siire Naringin
(ppm) (ppm) (ppm)
0. Saat 279,22 0. Saat 279,22 0.Saat 279,22
1. Saat 162,80 1. Saat 142,43 1. Saat 155,26
5. Saat 156,91 5. Saat 146,18 5. Saat 128,69
Inkiibasyon sicaklig 45 °C
Enzim Konsantrasyonu %0.1 %0.5 %1
Siire Naringin Siire Naringin Siire Naringin
(ppm) (ppm) (ppm)
0.Saat 279,22 0. Saat 279,22 0. Saat 279,22
1. Saat 164,34 1. Saat 149,91 1. Saat 164,00
5. Saat 160,13 5. Saat 131,52 5. Saat 96,12
Yapilan istatiki analiz sonucunda sicaklik, enzim konsantrasyonu ve siire

parametrelerinin her birinin naringin iizerinde p<0.01 diizeyinde ¢ok onemli etkiye sahip

oldugu belirlenmistir (Tablo 20).

Parametreler arasindaki

interaksiyonlar enzim

incelendiginde, sicaklik x
konsantrasyonu interaksiyonun greyfurt sularindaki naringin miktar1 tizerine 6nemli (p<0.05)
bir etki gosterdigi bulunmustur. Sicaklik x siire interaksiyonunun ve enzim konsantrasyonu x
stire interaksiyonlarinin greyfurt sularindaki naringin miktar: iizerine ¢ok anlamli bir etki

gosterdigi belirlenmistir (Tablo 20).
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Tablo 20. Direkt Enzim Uygulanan Greyfurt Sularinda Enzim Uygulama Siiresi Boyunca Belirlenen Naringin Konsantrasyonlarinin Varyans Analizi

Kz;ﬁir;flan Sicaklik (A) Konsantrasyon (B) Siire (C) AXB AXC BXC

SD 2 2 2 4 4 4 27

Ozellikler KO F KO F KO F KO F KO F KO = Ol;:alﬁglai:’l;ln
Hatasi

Naringin 520,511 28,315** 1393,281 75,792** 99791,338 5428,504** 51,972 2,827* 355,234 19,324** 1017,244 55,337** 18,383

*p<0,05 **p<0,01

SD: Serbestlik derecesi

AxB: Sicaklik ve konsantrasyon interaksiyonu
AxC: Sicaklik ve siire interaksiyonu

BxC: Konsantrasyon ve siire interaksiyonu



Tablo 21. Direkt Enzim Uygulanan Greyfurt Sularinda Enzim Uygulama Siiresi Boyunca
Belirlenen Naringin Konsantrasyonlarinin ANOVA ve Duncan Coklu Karsilastirma Testi

Naringin

25 199,72+59,042
Sicaklik 35 192,21+64,08°

45 189,30+68,67°

% 0,1 203,23+55,572
Konsantrasyon % 0,5 192,14+63,97°

% 1 185,86+70,88°

0. Saat 279,22+0,66%
Siire 1. Saat 159,02+10,08"

5. Saat 142,994+22,93¢

*Her siitun i¢in istatistiki analiz kendi igerisinde yapilmis ve ayn1 harfle gésterilen ortalamalar P<0,05 6nem
seviyesinde ayni olarak kabul edilmistir.

Sekil 55°de greyfurt sularindaki naringin miktariin 5 saatlik inkiibasyon Siiresince
diisiis gosterdigi, en fazla degisimin ise 45 °C’lik greyfurt sularinda belirlendigi gosterilmistir.
Sekil 56°de her ii¢ sicaklik derecesinde greyfurt sularindaki naringin miktarinin 0-1 saatler
araliginda diistiigii, 0-5 saatleri arasindaki azalmanin ise ilk araliga (0-1 saatleri) gore daha az
oldugu gosterilmektedir. Yine en fazla degisim 45 °C’lik inkiibasyon sicakliginda
belirlenmistir. Sekil 57°da ise her li¢ enzim konsantrasyonunu igeren greyfurt sularinda 0-1
saatleri arasinda bir azalma meydana gelmis, 0-5 saatleri arasinda ise ilk siireye gore daha az
degisim bulunmustur. En fazla degisim ise %1 enzim ilave edilmis greyfurt sularinda tespit

edilmistir.
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Sekil 55. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularinin farkl sicaklik derecelerinde e 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
naringin miktarina etki eden sicaklik X konsantrasyon interaksiyonu

119



120 35°C
1

5
2
g
E 160 =0 =25 °C
o0
g
s
= 80 45°C

0. Saat 1. Saat 5. Saat
Siire

\ J

Sekil 56. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
naringin miktarina etki eden sicaklik X siire interaksiyonu
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Sekil 57. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda
ilave edildigi greyfurt sularmin farkli sicaklik derecelerinde 1. ve 5. saat inkiibasyonu sonucu
naringin miktarina etki eden konsantrasyon X siire interaksiyonu
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Sekil 58. A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin ilave edildigi 45 °C
sicaklikta 5 saatlik inkiibasyon sonucu naringin (A) ve naringenin (B) kromatogrami

Bu ¢alismada HPLC ile naringenin miktarida belirlenmeye ¢alisilmis, fakat naringenin
miktar1t HPLC ile tespit edilebilir sinirin altinda kalmistir. Yapilan literatiir taramasi sonucunda

greyfurt suyuna A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enzimi uygulamasi sonucu
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meydana gelen naringenin miktar1 ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Arastirmalar genellikle naringin miktarindaki azalma ve naringenin meydana gelmesi ile ilgili
olup A.niger ve diger Aspergillus tiirlerinden elde edilen naringinaz enziminin aktivitesi ile
ilgili olmaktadir (Busto et al. 2007; Chen et al. 2010; Chang et al. 2011; Ni et al. 2011; Chen
et al. 2013). Bunun yanisira Ribeiro and Ribeiro, (2008) gesitli greyfurt ve portakal sularinda
naringin ve naringenin belirlemek amaciyla yaptiklari aragtirma da naringenin miktarini 10-60
ug/mL (ppm) araliginda lineer olarak belirlemislerdir. Gattuso et al. (2007), turung
meyvelerinde fenolik profili ile ilgili yaptilar1 arastirmada greyfurt suyunda bulunan naringenin
miktarinin 2-4.20 mg/100 mL olarak belirtmislerdir. Sicari et al. (2018) iki farkli greyfurt
cinsinden elde edilmis greyfurt suyundaki fenolik bilesikleri arastirdiklari calismada naringenin

miktarini 31.25 ve 24.32 mg/L olarak belirlemislerdir.

(Calismamizda naringin ve naringenin i¢in standart maddelerinin HPLC ile belirlenen

kromatogramlar1 Sekil 59°da verilmistir.

. N " / S

0 25 5 75 10 125 15

Sekil 59. Naringin ve naringenin standart bilesikleri kromatogrami1

Narenciye suyunda dogal olarak ¢ok sayida antioksidan bulunur ve bu meyve sularimin
belirli dejeneratif hastaliklara karsi potansiyel koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir
(Cemeroglu, 2013). Naringinin enzimatik hidrolizinin {iriinii olan naringenin, antioksidan,
antiinflamatuar, antitrombotik ve vazodilatdr gibi bir dizi antiaterojenik aktivite gosterdigi
bildirilmistir. Bununla birlikte naringenin aterosklerozun tedavisinde veya Onlenmesinde
antikanser olarak ve ayn1 zamanda farmakolojik ajan olarak potansiyel faydalara sahip
olabilecegi belirtilmistir (Chen et al. 2003). Naringinaz, naringinin prunin (4,5,7-trihidroksi

flavovone-7-glikozit) ve ramnoza hidrolizinden sorumlu a-ramnosidaz aktivitesine ve prunini
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naringenin (40,5,7- trihidroksiflavanon) ve glikoza hidrolize eden B-glukosidaz aktivitesine
sahiptir. Pruninin, ii¢te biri naringin aciligina sahiptir ve naringenin neredeyse tatsiz oldugu

(Puri et al. 1996) daha oncede belirtilmistir.

Calismamizda A.niger ATCC 1688’den elde edilen naringinaz enziminin farkl
konsantrasyonlarda ilave edildigi greyfurt sularindaki naringin miktarinda azalma oraninin
tespit edilmesi hedeflenmis olup, ayni zamanda greyfurt suyunun diger fizikokimyasal

ozellikleri ve antioksidan kapasitesindeki degisimlerinde belirlenmesi amaglanmustir.

Greyfurt sularindaki naringin miktarindaki en fazla degisim %21 enzim ilave edilen ve
45 °C’de 5 saat inkiibasyona birakilan ornekte belirlenmis olup, naringin miktar1 279,22
ppm’den 96,12 ppm’e diismiistir. Greyfurt suyundaki acilik bileseni olarak bilinen naringin
miktarinda naringinaz enziminin ilave edilmesiyle %65,58°lik bir azalma meydana gelmistir.
Naringinaz enzimin greyfurt suyuna uygulanmasi ve greyfurt suyundaki naringin miktarindaki

azalma i¢in sinirli sayida arastirma yapilmstir.

Prakash et al. (2002), ticari olarak satin aldiklar1 naringinaz enzimini greyfurt suyuna
farkli konsantrasyon (0.25, 0.5, 1 g/L) ve farkli sicakliklarda (25, 30, 40 °C) ilave ederek
naringin miktarindaki azalmayi belirlemek amaciyla yaptiklar1 aragtirmada ticari olarak alinan

enzimin naringini %75 azalttigini belirlemislerdir.

Cavia-Saiz et al. (2011) acilik bileseninin naringinaz enzimi ve regine iizerine
absorpsiyonu ile giderilmesinin karsilastirilmast ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, naringinaz
enziminin %64.5 oraninda naringini azalttigmmi bildirmislerdir. Patil ve Dhake (2014)’de
yaptiklar1 caligmada P. Purpurogenum kiifiinii kullanarak saflastirdiklari naringinaz enziminin

greyfurt suyundaki naringini %74 azalttigini tespit etmislerdir.

Naringinaz enzimi ayni zamanda immobilize edilerek greyfurt suyuna
uygulanabilmektedir. Bu durumda daha uzun siire kullanimmin s6z konusu oldugu
bildirilmistir. Gonzalez-Temifio et al. (2021) organik bir mebran iizerinde naringini immobilize
ederek greyfurt suyunda acilik bileseni olan naringinin azalma miktarini tespit etmislerdir.
Yaptiklar1 calisma sonucunda naringin miktarinda %73’liik bir azalma oldugunu
belirtmislerdir. Caligmamizda greyfurt suyunda belirlenen naringin miktarindaki azalma

literatiir ile uyum gostermektedir.
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Probiyotik Bakteri Ilave Edilmis Greyfurt Sularimin Baz1 Fizikokimyasal Ozellikleri ve
Antioksidan Aktiviteleri

Probiotik bakterilerin besiyeri ortamina gore pH degisimi ve enzim aktivitesi

Calismamizda kullanilan bakteriler Atatiirk Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii
Mikrobiyoloji laboratuvarinda probiyotik oldugu kanitlanmis olan bakteriler olup burdan temin
edilmistir. Bu ¢alisma da bes Lactobacillus plantarum susu bes farkli ortamda gelistirilerek
bakterilerin ekstraseliiler naringinaz aktivitesi gosterip gostermedikleri naringinaz enzim
aktivitesi belirleme yoOntemiyle (Davis, 1974) arastirllmis ve bu bakterilerden yalnizca
L.plantarum ACC 54, L.plantarum 250 ve L.plantarum ACC 28 suslarinin az da olsa
ekstraseliiler enzim aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Secilen ti¢ probiyotik bakterinin

gelisim stirecindeki pH degisimi ve ekstraseliiler enzim tiniteleri Tablo 22°de verilmistir.

Yaptigimiz arastirma sonucunda mikroorganizmalarin ekstraseliiler enzim aktivitesi en
yiiksek L. plantarum 250 susunda belirlenmistir. Bu susun en iyi ekstraseliiler enzim aktivitesi
(0.65 EU/mL) gosterdigi besiyeri ortami 3. ortam olarak adlandirdigimiz ve pepton, K2HPO4,
MgSO4, MnS04, glikoz, sodyum asetat, amonyum sitrat ve naringin’den olusan besiyeri
ortamidir. Besiyeri ortaminin pH degeri naringinaz enzim aktivitesi ile 6.65’ten 5.27’ye
diismiistiir. Diger ortamlardan farkli olarak 3.ortam besiyerine yeast extract eklenmemis olup,
diger bilesikler sabit tutulup glikoz ilave edilmistir. Bu durumda Lactobacillus plantarum
250’nin glikoz ortaminda yiiksek ekstraseliiler aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bunu takiben
1. besiyeri ortam1 (0.45 EU/mL) ve 5. besiyeri ortaminda (0.44 EU/mL) aktiviteler
gozlemlenmistir. Diger mikroorganizmalar incelendiginde L. plantarum ACC 28 3. besiyeri
ortami (0.35 EU/mL) ve 5. besiyeri ortaminda (0.36 EU/mL), L. plantarum ACC 54’nin ise 2.
besiyeri ortami (0.34 EU/mL) ve 5. besiyeri ortaminda (0.42 EU/mL) diger hazirlanan besiyeri
ortamlarina gore yliksek aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Tablo 22).

Yapilan varyans analiz sonucunda besiyeri ortaminin pH degeri mikroorganizma susu,
besiyeri ortami ve mikrobiyal geligsim siiresince ¢ok 6nemli oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda
besiyerindeki ekstraseliiler enzim miktart mikrobiyal gelisim siiresinde ¢ok 6nemli (p<0.01)
bulunmakla beraber mikroorganizma susuna gére énemli (p<0.05) bulunmus olup pH’ya gore
anlamli bulunmamistir (Tablo 23). Besiyeri ortaminin enzim miktari {izerine etkisi duncan
analizinde 3. besiyeri ortami1 (0,20+0,27) disindaki diger ortamlarda ¢ok farkli bir degisiklige
sebep olmadig1 belirlenmistir (Tablo 24). Bu durum pH’nin enzim miktar1 tlizerine etkisi

olmadigin1 gostermektedir.
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Tablo 22. Lactobacillus Bakterilerinin Gelisim Siiresindeki pH Degisimi ve Enzim Aktivitesi

L. plantarum ACC 54 L. plantarum 250

1. Ortam 2. Ortam 3. Ortam 4. Ortam 5. Ortam 1. Ortam 2. Ortam 3. Ortam 4. Ortam 5. Ortam

Giin 0 &P 4y Y 4 ‘| e . > L 2 L 3 L 2 L
Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Giin
pH 6.61 6.00 657 611 6.65 634 662 592 587 38 661 533 657 6.08 665 527 662 517 587 3.83
EU/mL 000 024 000 015 000 035 000 024 000 036 0.00 045 0.00 044 000 065 000 035 000 0.36

Tablo 22. (devam)

L. plantarum ACC 28

1. Ortam 2. Ortam 3. Ortam 4. Ortam 5. Ortam
Giin 0.Gin 1.Glin 0.Gin 1.Gliin 0.Gin 1.Gin O0.Gin 1.Gin 0.Gin 1.Gin
pH 6.61 5.06 6.57 5.90 6.65 5.13 6.62 5.17 5.87 3.94
EU/mL 0.00 0.25 0.00 0.34 0.00 0.21 0.00 0.21 0.00 0.42

EU: Enzim iinitesi
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Tablo 23. Lactobacillus Bakterilerinin Gelisim Siiresindeki pH Degisimi ve Enzim Aktivitesi Varyans Analizi

Varyans Mikroorganizma Ortam (B) Giin (C) AXB AXC BXC

Kaynaklari Sus’u (A)

SD 2 4 1 8 2 4 30

Ortalamanin

Ozellikler KO F KO F KO F KO F KO F KO F Standart
Hatas1

pH 0,545  1050,955™ 3,857 7441,415™ 21,135 40774,023" 0,083 160,907 0,545 1050,955™ 0,800 1542,865™ 0,001

EU/mL 0,050 4,442" 0,009 0,825 1,671 148,612™ 0,011 0,949 0,050 4,442" 0,009 0,825 0,011

*p<0,05 diizeyinde dnemli **p<0,01 diizeyinde 6nemli
AXB: Mikroorganizma Sug ve ortam interaksiyonu
AXC: Mikroorganizma Sus ve giin interaksiyonu

BxC: Ortam ve Giin interaksiyon



Tablo 24. Lactobacillus Bakterilerinin Gelisim Siiresindeki pH Degisimi ve Enzim Aktivitesi

ANOVA ve Duncan Coklu Karsilastirma Testi

Ortam Giin pH EU/mL

L.plantarum ACC 54 6,060,80? 0,13+0,17°

Mikros‘)l:gi”izma L.plantarum 250 5,80+0,89" 0,22+0,25°
L.plantarum ACC 28 5,75+0,89° 0,14+0,17°

1. Ortam 6,03+0,67°¢ 0,16+0,19

2. Ortam 6,300,292 0,15+0,19

Ortam 3. Ortam 6,12+0,69" 0,20:£0,27

4. Ortam 6,02+0,68° 0,13+0,18

5. Ortam 4,87+1,04¢ 0,19+0,21

0. Giin 6,46+0,312 0,00+0,00°

Giin
1. Giin 5,27+0,82P 0,33+0,162

*Her siitun i¢in istatistiki analiz kendi igerisinde yapilmis ve ayni harfle gosterilen ortalamalar P<0,05 énem
seviyesinde ayni1 olarak kabul edilmistir.

Lactobacillus tiirlerinden naringini parg¢alayan naringinaz veya naringinazi olusturan
enzimlerden biri olan a-L-ramnosidaz enziminin dretimi ile ilgili bazi ¢aligmalar
bulunmaktadir (Avila et al. 2009; Beekwilder et al. 2009; Tran et al. 2020; Park et al. 2021).
Yapilan literatiir arastirmasi sonucu probiyotik bakterilerin gelisim siiresinde besiyeri
ortamindaki pH ve enzim iinitesi (EU) belirleme iizerine yalnizca bir calisma oldugu
bulunmustur. Tran et al. (2020) yaptiklar1 arastirmada 16 laktik asit bakterisi ve 20
bifidobakterin, naringinaz enzim aktivitesini belirlemek i¢in modifiye edilmis MRS broth
ortamini incelemislerdir. Gelisim siiresi sonunda besiyerlerin pH lar1 dl¢iilmiis ve laktik asit
bakterilerinde 5.22-5.63 arasinda olmak iizere degiskenlik gosterdigini bildirmislerdir. Yapilan
calismada yalnizca Lactobacillus plantarum 01 ve Bifidobakterium longum B6.1
mikroorganizmalarinda baslangic pH belirtmislerdir. Calisma da Tran et al. (2020),
besiyerlerindeki enzim aktivitelerinin ise 0.00-4.27 EU/mL arasinda degiskenlik gosterdigini
tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda Lactobacillus lactis B02121’in naringinaz enzimini

tiretmedigini de bildirmislerdir.

Calismamizda Lactobacillus plantarum 56 ve lactobacillus plantarum 4
mikroorganizmalarinda fakli besiyerlerinde sifira yakin veya hi¢ aktivite tespit edilmemistir.

Bu sebeple bu mikroorganizmalar ¢aligmada kullanilmamustir.
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Probiyotik mikroorganizma sayilari

Greyfurt sularina (baslangi¢ pH 3.58) L.plantarum ACC 54 (ACC54), L.plantarum 250,
L.plantarum ACC 28 (ACC 28) ve bunlarin L.plantarum ACC 54 + L.plantarum ACC 28
(1.KO), L.plantarum ACC 54 + L.plantarum 250 (2.KO), L.plantarum ACC 28 + L.plantarum
250 (3.KO) ve L.plantarum ACC 54 + L.plantarum ACC 28 + L.plantarum 250 (4.KO)
kombinasyonlar1 ilave edildikten sonra, 25 °C ve 37 °C’lik iki farkli sicaklik derecesinde 4
haftalik bir depolamaya almmustir. Ilk depolama sicaklig1 olan 25 °C greyfurt sulari icin oda
sicakliginda bekletilebilme sicakligi, ikinci sicaklik olan 37°C ise ¢alismamizda kullanilan
probiyotik bakteriler i¢in en uygun gelisme sicakligi ayni zamanda naringinaz enzimi igin
optimum sicakliga yakin bir sicaklik derecesi olarak diisiiniilmiis olup depolama sicaklik
dereceleri bu amagla secilmistir. Depolama siiresi igerisinde 1, 2, 3. giin ve 2. ve 4. haftalarda
greyfurt sularinda probiyotik bakterilerin koloni sayimi yapilmis olup, meyve sularinin
probiyotik 6zellik tagiy1p tasimadiklar: belirlenmeye ¢aligsilmistir. Probiyotiklerin, viicutta etkili
olabildikleri minimum konsantrasyon ile ilgili bilgiler hala yetersiz olmakla birlikte, genellikle
bu bakterilerin probiyotik iiriinlerde en az log 108-107 kob/g-ml diizeyinde bulunmasi gerektigi
ve probiyotik etki icin giinliik olarak yaklasik log 10°-10° kob/ml diizeyinde probiyotik alinmas1
gerektigi kabul edilmektedir (Bilginer ve Cetin, 2019).

Calismamizda 25 °C’lik sicaklikta muhafaza edilen greyfurt sularinda 2. haftaya kadar
mikroorganizma yiikii log 108-10° kob/mI’in iizerinde belirlenmis olup 4. haftada probiyotiklik
icin yeterli say1 tespit edilememistir. 37°C’lik depolama sicakliginda ise 2. haftadan itibaren
probiyotiklik i¢in gereken say1 belirlenememistir. Sicakligin 25 °C oldugu greyfurt sularinda
mikroorganizma sayilarinin ilk ii¢ giin birbirine ¢ok yakin oldugu belirlenmistir (Tablo 25).
Depolama sicakliginin 25 °C oldugu ortamda ACC 54, ACC 28, L.plantarum 250, 1.KO, 2.KO,
3.KO, 4.KO ilave edilmis greyfurt sularinda mikroorganzima sayis1 ilk ii¢ giin sirasiyla 9.51-
9.63, 9.39-9.40, 8.99-8.93, 9.42-9.45, 9.19-9.27, 9.46, 9.57-9.59 log kob/ml arasinda
bulunmustur. 2. haftada ise bu degerler sirasiyla 8.59, 9.08, 8.81, 8.91, 8.98, 8.78, 8.79, 8.83
log kob/mI’ye olarak tespit edilmis, 4.haftada ise ACC 28 hari¢ sadece 2.KO ve 4. KO’larda
belirlenmis fakat gelisen mikroorganizma koloni sayis1 probiyotik say1 (log 108 kob/ml) igin
yeterli olmadigindan dolay1 gozardi edilmistir. ACC 28 de ise bu deger 6.85 log kob/ml olarak
belirlenmistir. Sicakligin 37°C oldugu ortamda ise yine ACC 54, ACC 28, L.plantarum 250,
1.KO, 2.KO, 3.KO, 4.KO ilave edilmis greyfurt sularinda mikroorganizma sayisi ilk {i¢ giin
sirastyla 9.19-9.24, 9.01-9.96, 8.91-9.00, 9.43-9.50, 9.19-9.28, 9.46-9.59, 9.57-9.68 log kob/ml
arasinda belirlenmistir (Tablo 25). Bu sicaklikta mikroorganizmalar 2. hafta ve 4. haftada

gelisim gostermemislerdir. Bu durum sicaklik ve pH faktorii probiyotik mikroorganizmalarin
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gelisimi i¢in 6nemli oldugundan (Bilginer ve Cetin, 2019) dolay1 calismamizda kullandigimiz
mikroorganizmalarin 37°C sicaklikta ve greyfurt suyu pH degerinde 2 haftaya kadar
yasayamadiklarini  gostermistir. Calismamizda yiliksek sicakligin ikinci haftaya kadar
miktoorganizmalar1 etkiledigi, oda sicakligi olan 25 °C’de ise mikroorganizmalarin 2. haftadan
sonra ilk giinlere gére daha az olsa da hala greyfurt suyunda probiyotik 6zellik gosterebildikleri,
fakat 4. haftaya kadar gelisme gozlenmedigi icin meyve suyunun probiyotik ozelligini
kaybettigi belirlenmistir. Ayrica probiyotikler laktik asit iireterek ortamin pH degerini daha da
diistirdigii bilinmektedir. Greyfurt suyunun probiyotik bakterilerle depolanmasi iizerine

literatiirde sadece bir arastirmaya rastlanmistir (Tran et al. 2020).

Tran et al. (2020), calismalarinda hem L. fermentum D13 hem de B. bifidum B7.5
susunun, greyfurt sularinin (baslangic pH 6.3 olarak ayarlanmis) depolanmasi sirasinda canli
hiicre sayimlarinda azalma gosterdigini bildirmislerdir. Incelenen suslar arasinda en yiiksek
hiicre saysina (log 4.22x10° kob/mL) ulasmasina ragmen L. fermentum D13 susunun depolama
sirasinda en diisiik stabiliteye sahip oldugunu ve L. fermentum D13 susunun hiicre sayilarinin,

depolamanin 4. haftasindan itibaren azalmaya basladigini da belirtmislerdir.

Probiyotik kiiltiirlerin canliligin1 etkileyen faktorler arasinda asitlik (pH), oksijen
seviyesi, besin eksikligi ve tiriinde antimikrobiyal madde bulunmasi sayilabilmektedir (Shah,
2001). Calismamizda greyfurt suyunun pH degerine miidahale edilmemistir. Amag greyfurt
suyunun tiiketiciye ulagabilir formda olmasidir. Bu sebeple diisiik pH’nin probiyotik
bakterilerin uygun sicakligi ile birlikte depolama siiresince daha da diigmesi sonucunda

4 haftanin sonunda probiyotiklerin gelismedigi diisiiniilmektedir.
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Tablo 25. Probiyotik Mikroorganizmalarin {lave Edildigi Greyfurt Sularinin Depolama Siiresi Boyunca Mikroorganizma Koloni Sayisi

Sicakhik 25°C
Mikoorganizma L.plantarum ACC 54 L.plantarum ACC 28 L.plantarum 250 L.plantarum ACC 54+ L plantarum
suslari ACC 28
Siire 1. 2. 3. 2. 4, 1. 2. 3. 2. 4, 1. 2. 3. 2. 4, 1. 2. 3. 2. 4,
Giin Giin Giin Hafta Hafta Giin Giin Giin Hafta Hafta Giin Giin Giin Hafta Hafta Giin Giin Giin Hafta Hafta
Log kob/ml 951 9.53 9.63 8.59 <2 939 940 939 9.08 685 899 895 893 881 <2 942 943 945 898 <2
Tablo 25. (devam)

Sicakhk 25 oC

Mikoorganizma

suslari L.plantarum ACC 54+ L.plantarum L.plantarum ACC 28+ L.plantarum L.plantarum ACC 54+ L.plantarum

250 250 ACC 28+ L.plantarum 250
Siire
1. 2. 3. 2. 4. 1. 2. 3. 2. 4, 1. 2. 3. 2. 4

Giin Giin Giin Hafta Hafta Gin Giin Giin Hafta Hafta Giin Giin Giin Hafta Hafta

Log kob/ml 9.19 923 927 878 330 946 946 946 879 585 957 958 959 883 3.30




TET

Tablo 25. (devam)

Sicakhik 37°C
Mikoorganizma L.plantarum ACC 54 L.plantarum ACC 28 L.plantarum 250 L.plantarum ACC 54+ L plantarum
suslari ACC 28
Siire 1. 2. 3. 2. 4, 1. 2. 3. 2. 4, 1. 2. 3. 2. 4, 1. 2. 3. 2. 4,

u Giin Giin Giin Hafta Hafta Giin Giin Giin Hafta Hafta Giin Giin Giin Hafta Hafta Giin Giin Giin Hafta Hafta
Log kob/ml 919 923 924 <2 <2 9.01 9.96 9.03 <2 <2 8.91 9.00 8.95 <2 <2 943 9.46 9.50 <2 <2

Tablo 25. (devam)

Sicaklik 25°C
. . L.plantarum ACC 54+ L.plantarum L.plantarum ACC 28+ L.plantarum L.plantarum ACC 54+ L.plantarum
Mikoorganizma 250 250 ACC 28+ L.plantarum 250
suslari
1. 2. 3. 2. 4, 1. 2. 3. 2. 4, 1. 2. 3. 2. 4,
Siire Giin Giin Giin Hafta Hafta Giin Giin Giin Hafta Hafta Giin Giin Giin Hafta Hafta

Log kob/ml 919 924 9728 <2 <2 946 955 959 <2 <2 957 950 9.68 <2 <2




Probiyotik mikroorganizma ilave edilmis greyfurt sularimin fizikokimyasal
ozellikleri

Suda ¢éziiniir kuru madde (SCKM) degisimi

Greyfurt sularina farkli kombinasyonlarda inokiile edilen probiyotik bakterilerin
greyfurt sularindin depolama siiresinin 1, 2, 3. giinii ve 2 ve 4. haftalarinda meyve suyu
ornekleri steril sartlarda alinarak abbe refraktometresi ile belirlenen SCKM miktarlar1 Tablo

26°da verilmistir.

ACC 54, ACC 28, L.plantarum 250, 1. KO, 2. KO, 3.KO ve 4.KO eklenmis greyfurt
sulariin 25°C’lik depolama siiresi boyunca SCKM’sinde genel olarak bir diisiis belirlenmistir.
Depolama sicakligi 25 °C’de en fazla diisiis 1. KO’da bulunmustur. 1.KO’nun eklendigi
greyfurt suyunda baslangigta belirlenen SCKM °brix miktar1 9.10 bulunmustur. 4. haftanin
sonunda bu miktarin 8.20’e kadar diistiigii tespit edilmistir. Enzimlerin ¢alisma sicakligina
uygun olan ve c¢alisma da kullanilmis olan mikroorganizmalarin gelisim sicakliklari i¢in de

uygun olan 37 °C’de depolanmis greyfurt sularinda benzer oranda bir diisiis belirlenmistir
(Tablo 26).

Yapilan varyans analizi sonucu sicaklik, mikroorganizma sus ve siire parametrelerinin
SCKM miktar1 tizerine ¢ok dnemli (p<<0.01) bir etki gosterdigi bulunmustur. Bununla birlikte
parametreler arasi interaksiyonlar incelendiginde, her {i¢ interaksiyonunda SCKM miktarinda

p<0.01 diizeyinde anlaml1 bir etki olusturdugu tespit edilmistir (Tablo 27).
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Tablo 26. Probiyotik Bakteri Eklenmis Greyfurt Sularinin Depolama Siiresince Belirlenen Genel Ozellikleri
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0. Giin 913 358 0,79 398 128 544 3218 4102 2680 64332 1641 745
1. Giin 850 349 1,08 468 122 638 3298 4033 26,70 480,14 16,58 8,83
2. Giin 870 334 120 461 123 631 3281 4029 2690 480,14 1642 8,10
Lplantarum ACC 54 3. Giin 880 333 123 494 122 675 3306 4018 2676 46779 1901 839
2. Hafta 860 321 144 563 125 757 3306 4128 2566 30050 26,80 9,66
4. Hafta 840 321 1,47 515 1,34 686 3201 4298 2502 318,84 2888 1279
0. Giin 913 358 0,79 398 128 544 3218 4102 2680 64332 1641 745
1. Giin 850 334 115 461 122 630 3295 4022 26,83 470,04 1698 11,27
2. Giin 890 325 127 403 125 552 3252 4058 2691 47827 1523 8,88
Lplantarum ACC 28 3. Giin 8,80 3,22 1,31 521 122 7,08 33,10 4041 2649 48576 1651 942
2. Hafta 860 3,05 1,63 534 125 720 3297 41,12 2591 32071 2938 932
)5 o0 4. Hafta 860 3,02 1,67 526 134 703 31,96 4290 2514 34354 2717 1072
0. Giin 913 358 0,79 398 128 544 3218 4102 2680 64332 1641 7.45
1. Giin 850 340 111 468 123 638 3297 4044 2659 47827 1883 8,54
| olantarum 250 2. Giin 900 330 118 471 123 641 32,86 4054 26,60 460,31 1502 9,88
P 3. Giin 880 328 1,20 506 1,23 688 3304 4059 2637 50297 1646 9,46
2. Hafta 880 3,10 1,56 502 126 677 3285 4123 2592 357,76 2823 923
4. Hafta 880 311 1,49 527 134 704 3204 4283 2514 35888 2583 1031
0. Giin 913 358 0,79 398 128 544 3218 4102 2680 64332 1641 745
1. Giin 850 3,34 115 475 122 650 3300 4018 2682 476,03 16,93 851
L.plantarum ACC 54+ 2. Giin 930 325 124 453 123 621 3274 4018 27,09 48426 14,75 10,33
L.plantarum ACC 28 3. Giin 860 321 1,32 519 122 7,08 3312 4022 26,66 49362 17,29 9,94
2. Hafta 860 3,04 1,69 506 125 7,96 3328 4156 2516 32520 29,03 961
4. Hafta 820 3,02 1,68 528 121 714 3353 4024 2624 31397 3094 12,13
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Tablo 26. (devam)

37°C

0. Giin 913 358 0,79 398 128 544 3218 41,02 2680 64332 1641 7,45
1. Giin 850 339 113 477 122 651 3303 4024 26,72 46442 17,39 6,85
L.plantarum ACC 54+ 2. Giin 940 329 117 465 122 636 32,86 4023 2691 48389 1490 7,82
L.plantarum 250 3. Giin 860 330 118 513 1,22 699 3312 4026 26,62 49811 19,08 9,20
2. Hafta 860 308 165 517 1,25 699 3291 4105 26,04 35327 2429 9,68
4. Hafta 850 319 152 458 124 620 3300 4076 2624 30499 2856 11,67
0. Giin 913 358 0,79 398 1,28 544 3218 41,02 2680 64332 1641 7.45
1. Giin 850 335 113 467 122 639 3294 4022 2685 473,78 17,39 9,39
L.plantarum ACC 28+ 2. Giin 890 323 118 486 123 663 3291 4038 26,71 48052 1509 7,91
L.plantarum 250 3. Giin 860 324 126 510 1,22 695 3308 4038 2654 49624 17,99 8,71
2. Hafta 850 306 169 544 124 733 3313 4107 2580 35215 29,85 10,99
4. Hafta 850 303 1,68 499 135 6,69 31,76 42,79 2545 25933 2979 1181
0. Giin 913 358 0,79 398 1,28 544 32,18 41,02 2680 64332 1641 7,45
L plantarum ACC 54+ 1. Giin 835 333 115 475 122 649 3296 4017 2687 464,80 17,42 8,06
L Dlantarum AGG 26+ 2. Giin 885 323 121 460 122 631 3281 4016 27,04 49474 1500 7,55
L plantarum 250 3. Giin 870 321 131 515 122 7,02 3312 4028 26,61 48351 17,89 9,02
2. Hafta 850 304 170 541 124 731 3302 4103 2596 361,13 2880 9,56
4. Hafta 850 304 172 515 135 689 31,81 4291 2528 31659 31,68 11,50
0. Giin 913 358 0,79 398 1,28 544 32,18 41,02 2680 64332 1641 7,45
1. Giin 850 333 1,13 438 121 600 3300 39,94 27,06 502,60 17,81 857
2. Giin 875 324 126 457 122 625 3283 4018 2698 458,06 1585 9,56
L.plantarum ACC 54 3. Giin 8,90 3,23 1,23 485 1,22 6,63 32,96 4026 2678 470,04 1920 8,08
2. Hafta 850 335 104 506 1,30 680 3243 4205 2552 34691 27,25 9,64
4. Hafta 880 329 097 575 128 7,70 32,78 4184 2539 327,82 3621 11,01
0. Giin 913 358 0,79 398 128 544 3218 4102 2680 64332 1641 745
1. Giin 850 330 125 468 122 640 3293 4019 2688 47453 16,74 846
L plantarum ACC 28 2. Giin 885 318 130 467 123 639 32,78 4033 2689 443,09 1537 836
3. Giin 880 314 145 507 123 691 3292 4043 26,66 411,65 20,60 9,67
2. Hafta 895 314 145 531 130 712 3248 4211 2541 30536 2857 9,92
4. Hafta 9,00 307 144 436 129 588 3236 41,73 2591 31622 3272 1322
0. Giin 913 358 0,79 398 1,28 544 32,18 41,02 2680 64332 1641 7.45
1. Giin 850 335 115 460 122 627 3302 4028 26,70 470,41 1649 8,63
L plantarum 250 2. Giin 890 322 129 437 123 597 32,72 4038 2690 452,07 1550 848
' 3. Giin 880 320 1,38 479 123 653 3290 4045 2666 403,05 2048 1027
2. Hafta 970 317 132 519 1,29 696 32,52 4208 2539 33231 2624 10,10
4. Hafta 900 312 131 524 128 703 32,67 4186 2548 34054 32,15 10,40




GeT

Tablo 26. (devam)

L.plantarum ACC 54+
L.plantarum ACC 28

L.plantarum ACC 54+
L.plantarum 250

L.plantarum ACC 28+
L.plantarum 250

L.plantarum ACC 54+
L.plantarum ACC 28+
L.plantarum 250

0. Giin 9,13 3,58 0,79 3,98 128 544 32,18 41,02 26,80 643,32 1641 7,45
1. Giin 8,50 3,28 1,23 4,48 1,18 6,19 33,16 39,20 27,63 463,30 1563 8,18
2. Giin 8,40 3,19 1,34 4,45 122 611 32,76 40,05 27,19 449,83 14,70 10,63
3. Giin 8,70 3,15 1,50 4,67 1,19 644 33,07 3941 27,52 455,44 20,67 9,28
2. Hafta 8,60 3,11 1,43 5,16 1,28 694 3258 41,68 25,73 319,58 28,99 9,77
4. Hafta 9,00 3,08 1,40 5,20 127 7,00 32,74 4145 25,82 309,48 3560 13,42
0. Giin 9,13 3,58 0,79 3,98 1,28 544 32,18 41,02 26,80 643,32 16,41 7,45
1. Giin 8,50 3,34 1,17 4,52 122 618 32,89 40,16 26,96 468,92 16,58 9,17
2. Giin 8,70 3,22 1,33 4,67 1,23 6,39 32,83 40,20 26,98 458,81 14,88 8,63
3. Giin 8,60 3,23 1,35 4,94 1,22 6,75 32,95 40,32 26,73 44571 19,11 9,68
2. Hafta 8,70 3,19 1,35 5,17 1,28 695 32,60 4184 2556 33568 2455 9,67
4. Hafta 8,90 3,15 1,28 5,78 128 7,74 32,78 41,87 2535 340,17 37,02 13,10
0. Giin 9,13 3,58 0,79 3,98 128 544 32,18 41,02 26,80 643,32 1641 7,45
1. Giin 8,50 3,29 1,21 4,74 1,22 6,47 3291 40,27 26,82 461,43 16,00 8,50
2. Giin 8,70 3,18 1,38 4,69 1,23 6,41 32,75 40,33 26,92 450,20 1525 9,64
3. Giin 8,60 3,16 1,49 4,94 1,23 6,75 32,88 40,32 26,80 421,01 2112 9,61
2. Hafta 8,50 3,13 1,43 5,31 1,30 7,09 3256 42,30 25,14 308,73 25,05 9,44
4. Hafta 8,70 3,08 1,42 5,89 127 784 3317 4198 24,89 302,74 3514 12,07
0. Giin 9,13 3,58 0,79 3,98 1,28 544 32,18 41,02 26,80 643,32 16,41 7,45
1. Giin 8,50 3,28 1,23 4,56 121 626 3295 3991 27,14 453,20 16,80 9,63
2. Giin 8,50 3,19 1,37 4,68 123 642 32,78 40,15 27,08 440,47 1477 9,23
3. Giin 8,80 3,17 1,55 4,92 1,23 6,73 32,87 40,26 26,87 44122 19,68 9,44
2. Hafta 8,40 3,13 1,41 5,41 1,30 7,25 32,42 42,15 2543 301,99 2715 947
4. Hafta 8,40 3,09 1,37 5,56 126 747 3298 4151 25551 322,95 36,03 13,23




Sekil 60 (A)’da 37 °C’de depolama sicakligindaki 6rneklerin SCKM miktar1 tekli
probiyotik bakteri igeren greyfurt sularinda 25 °C’de depolanan tekli probiyotik bakteri igeren
orneklere gore daha yiiksek bulunmustur. Mikroorganizma ve kombinasyonlarini igeren
greyfurt suyu 6rneklerinde ise her iki depolama sicakligindaki SCKM miktarinda benzer bir
degisim belirlenmistir. Sekil 60 (B)’de baslangigtaki SCKM miktarlar1 37 °C sicaklikta 1.
giinden itibaren artis gosterirken 25 °C’lik sicaklikta 1-2 giin araliginda artis daha sonra bir

azalis meydana gelmistir.

SCKM

i ACC28 25000 1.X0 2.X0 3.0 4.X0 Giin Gin 2. Gin 3. Gin 2. Hafta 4, Hafta

Mikroorganizma Sire
e 25 T w37 °C - 25 C 37 °C

(A) (8)

SCKM

Stire

il ACCS54 = ACC28 250 1. KO w2, KO welpoe 3, KO el 4, KO

(€

Sekil 60. Probiyotik mikroorganizmalarin farkli kombinasyonlari ile inkiibe edilen greyfurt
sularinin depolama siiresi boyunca sicaklik x mikoorganizma sus (A), sicaklik x siire (B),
mikoorganizma sus x siire (C) interaksiyonlarindaki SCKM degisimi

Porto et al. (2018), yaptiklar1 ¢alismada liyofilize Lactobacillus acidophilus probiyotik
kiiltiiriiniin eklendigi karigik pancar ve portakal sularinin degerlendirmislerdir. Hazirlanan
ornekler, 4°C'de 28 giin depolanmis ve drneklerin dzelliklerini degerlendirmislerdir. Orneklerin
7 giin araliklarla Olgiilen SCKM °brix miktarindaki degisikligin anlamli bulunmadigini
bildirmislerdir.

Probiyotik olarak iiretilen greyfurt suyunda SCKM’de meydana gelen degisiklik ile
ilgili yapilan literatiir taramasi sonucu herhangi bir veriye rastlanmamistir. Fakat narenciye

sulart ile ilgili yapilan bazi ¢alismalar mevcuttur. Yuasa et al. (2021), probiyotik laktik asit
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bakterileri (Lactobacillus plantarum SlI-1 ve L. pentosus MU-1) kullanarak ii¢ ¢esit fermente
narenciye suyu hazirlamislardir ve narenciye sularinda incelenen 6zellikler arasinda meyve
suyunun SCKM miktarinda bir giinliikk inkiibasyon sonucunda degisim olmadigini

belirlemislerdir.

Ding and Shah (2008), alt1 hafta boyunca depolanan serbest ve mikrokapstlli
probiyotik bakteri iceren elma suyunda ve portakal suyundaki SCKM miktarlarindaki
degisiklikleri incelemislerdir. Yapilan c¢alisma sonucunda depolama siiresince direkt
inokiilasyon yapilan elma suyunda SCKM miktar1 12’den 10.5’e kadar portakal suyunda ise
10’dan 8.4’¢ kadar bir diisiis meydana geldigini tespit etmislerdir. Literatiirde probiyotik ilaveli
meyve sularinda fermantasyon siiresince meydana gelen azalma bizim ¢alismamiz ile paralellik

gostermektedir.
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Tablo 27. Probiyotik Bakteri Eklenmis Greyfurt Sularinin Depolama Siiresince Belirlenen Ozelliklerinin Varyans Analizi

Varyans Mikoorganizma .

Kaynaklari S Kombinasyonlari (B) Siire (€) AXB AXC BXC

SD 1 6 30 168
Ozellilker KO F KO F KO F KO F KO F KO F Hata
SCKM 0,097 35,640 0,298 109,080" 1,989 728,967 0,060 21,895™ 0,486 178,043 0,090 32,825 0,003
PH 0,011  121,786™ 0,065 714,143 1,300 14309,842 0,001  7,840™ 0,049 537,070™ 0,006 60,717 9,087
TA 0,087  181,528™ 0,138 287,312 2,745 5732,564 0,017 34,732" 0,413 862,798 0,018 36,931 0,000
Renk yogunlugu 4 15 3,986" 0,128 4,803 10,576 396,856 0171  6424™ 0396 14,858™ 0,093 3,490™ 0,027
(koyulugu) (IC)

Renk tonu (T) 1,400 0,000 0,003 2,151* 0,044 37,254™ 0,000 0341 0,007 67228 0,001 0,645 0,001
ggf;‘“’g““'“g“ 0172 4234 0,239 5,880™ 17,037 419,099 0264 6506~ 0712 17513% 0155 3814~ 0,041
Kirmizi Renk 0,068 0,450 0,250 1,656 4,041 26,746 0107 0705 1072 7097 0110 0731 0,151
Boyutu (%)

Sar1 renk 0,020 0,039 1,306 2,481" 25,611 48,652™ 0,218 0413 2,105 3,998 0,362 0687 0,526
Boyutu (%)

Mavi Renk 0,163 1,207 0,508 3,761 18,764 139,007 0231 1713 0519 3,848" 0142 1051 0,135
Boyutu (%)

TEM 16461,615 37,619 864,557 1,976 584425953 1335557 1532,397 3,502 5482,960 12,530 775,686 1,773 437,590
DPPH- 70,789  159,286™ 4,157 9,354™ 1992452  4483,322" 1,501 3,377 77,793 175,046™ 6,598 14,846 0,444
ABTS™ 4,433  17,893" 1,646 6,642 93,079 375,673 1564 6313 1,287 5195% 1,863 7,520 0,248
*p<0,05 **p<0,01

AxB: Sicaklik ve mikoorganizma suslar1 kombinasyon interaksiyonu
AxC: Sicaklik ve siire interaksiyonu
BxC: Mikoorganizma suslar1 ve siire interaksiyonu
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Tablo 28. Probiyotik Bakteri Eklenmis Greyfurt Sularinin Depolama Siiresince Genel Ozellikleri ANOVA ve Duncan Coklu Karsilastirma Testi

g 9 S
50 : 3 g < 3
B0 Q ) ] = — —
- £S o z 2 E 2 < 8 8
= o e x = 5 ~ ) > 3 O O
.. ™ = ~ op & = S S m Q f
Ozellikler < T g 20080 S = ES) RS & < > : ¥
g ! == ¢ g - &< » X £ T n
x 2 =] 2 3 = 5 o =
c g = 3 2 o4 = a o
= & £ £ s I e <
2 3 <
Sicakhk 25 8,74£020°  328+0,18%  127+0,29° 481£0,52%  1250,06  6,54+0,67° 32,73£0,63  40,89+1,15 26,38£0,70  456,85+111,212 20,625,820  9,2241,55
(C) 37 8,78£0,29°  3,26+0,16°  1,23+0,23 477£0,54°  125£0,03  6,48+0,68 32,6940,31  40,87+0,87 2647075  440,69+110,81° 21,68+7,228  9,48+1,66°
ACC54 8,73+0,249  3,35+0,13*  1,13+0,21° 4,80+0,55*  1,25+0,04*  6,51+0,69> 32,69+0,38  40,95+0,932 26,45+0,76™ 453,29+112,80 21,40+6,512 9,13+1,57¢
ACC28 881+0,22°  32440,18%  1,2940,27° 47120,54°  126£0,04°  6,39+0,70° 32,6140,37  41,0060,84°  26,36+0,72%° 444,65£113,16 21,01£635%  9,51+1,73%
250 8,9240,31%  328+0,16¢  1,21%0,23¢ 47420469  126+0,04°  643£0,58%  32,66£0,35  41,06£0,80°  26,38+0,62% 453,60£10438 20,6745,72¢  9,18+1,11%
)'foonmb'”as 1KO  8724033¢  324+0,18%  1,30+0,28 4,80£0,59%  123+0,07°  6,54+0,74®  32,86£0,79  40,52+1,51°  2628+0,62° 448,11£114,59 214547308  9,72+1,79°
2.KO  877+029°  329+0,16°  1,22+025° 478+0,52%¢  124+0,050  649+0,66™  32,78£0,58  40,75£1,07°  26,6240,97% 45338£108,70 20,76£6,53%  9,20+1,78
3KO  8,69+024°  324+0,18% 1294020  4,88+0,54°  125:0,04°  6,62+0,68° 32,7040,43  41,0140,87°  26,48+0,66® 441,06£120,57 21,29+6,74®  9.41+1,54
4KO  8,65£027"  3240,18%  1,30+0,29° 4,85:0,52%  125£0,04°  6,59+0,66°  32,67£0,41  40,88+40,91°  26,29+0,75% 44727+111,53 21,50+7,15%  9,30+1,67%
0.Giin  9,13+0,10°  3,58£0,01*  0,79:0,03' 3,98£0,08°  127+0,01°  544%0,12° 32,18£0,06 41,0240,16°  26,80+0,10° 64332+39,50° 1641+0,16°  7,45+0,12°
1.Giin  849+0,04°  334+£0,06°  1,16+0,05° 4,630,190 12240,02°  6,340,24¢ 32,98+0,10°  40,1240,418  26,90£034° 471,56£12,13° 16,97+0,84°  876+1,11¢
S 2.Giin 885026  323£0,05°  126+0,07° 4,58£023¢  123+0,01°  6,26+0,31° 32,78+0,10°  4028+0,170  26,93£0,17%  46533+17,92° 15,19:0,54"  8,93%1,07°
ure
3.Giin  8,7240,11°  322+0,060  1,34+0,12° 500£0,17°  1,2240,02°  6,8240,21° 33,01£0,12° 402740410  26,724036° 462,58+34,17° 18,93+1,59°  9,30+0,65°
2. Hafta 8,68+0,320  3,1320,08°  1,49+0,18° 533£027°  127£0,03°  7,16£0,35° 32,774030°  41,6140,52°  2562+036° 330,09421,44° 2744+1,88°  9,72+0,58"
4. Hafta 8,66£0,25%  3,1120,08" 1,460,200 524:047°  129+0,08°  7,04+0,59° 32,5440,94°  41,97+1,60°  2549+0,74° 31972424819 31,98+3,68  11,95+1,15%

*Her siitun i¢in istatistiki analiz kendi igerisinde yapilmis ve ayn1 harfle gosterilen ortalamalar 6nem seviyesi ayni olarak kabul edilmistir.
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Tablo 29. Probiyotik Bakteri Eklenmis Greyfurt Sularinin Depolama Siiresince Genel Ozelliklerinin Korelasyonu

)?’) )ED > i;
Zz 2 2 5 3 . . :
¢ < &2 & & %2 2 22 :z i ¢
O a F 2 2 = X Z2 £ s 3 e a o
2 < 2 @ > £m g T M [a) <
£ = g & g g =
= o A
PH 0,466™
TA -0,535™ -0,959™
Renk koyulugu 0456 0,798 0,741
Renk Yogunlugu -0,473™ -0,800™ 0,745™ 0,998™
Renk Tonu 0,264" 0,005 -0,019 0,060 -0,002
Kirmizi Renk Boyutu  -0,462™  -0,383™ 0,370™ 0,448 0,496™ -0,842™
Sar1 renk Boyutu 0,100 -0,253" 0,218" 0,372™ 0,311™ 0,940™ -0,618™
Mavi Renk Boyutu 0,139 0,534™ -0,484™ -0,720™ -0,672™" -0,690™ 0,198 -0,893™
TFM 0,500™" 0,903™ -0,863™ -0,840™ -0,827™ -0,161 -0,290™ -0,439™  0,714™
DPPH* -0,217" -0,624™ 0,560™ 0,717 0,681™ 0,487 -0,009 0,698™  -0,864"  -0,777"
ABTS™ -0,345™ -0,716™ 0,654™ 0,637™ 0,619™ 0,232" 0,139 0,434™  -0,619™ -0,778" 0,771
Quinik Asit 0,091 -0,155 0,003 0,232" 0,201 0,434™ -0,245" 0,495  -0,477™ -0,252" 0,478 0,330™
Fumarik Asit 0,355 0,681™ -0,631™ -0,620™ -0,612™ -0,121 -0,203 -0,317"  0,510™ 0,708™ -0,565™ -0,674™
Gallik Asit -0,154 -0,461™" 0,366™ 0,524™ 0,492™ 0,449™ -0,102 0,596™ -0,685"  -0,567" 0,726™ 0,579™
Kerasiyanin Klorit -0,144 -0,070 0,100 0,120 0,143 -0,235" 0,233" -0,209 0,128 0,039 -0,165 -0,057
Siyanidin-3-O-glucozit -0,270" -0,054 0,131 -0,144 -0,122 -0,350™" 0,208 -0,356™  0,326™ 0,005 -0,403™ -0,250"
Klorogenik Asit 0,437 0,629™ -0,559™ -0,590™ -0,594™ 0,048 -0,304™ -0,147 0,358™ 0,690™ -0,476™ -0,550™
Hesperidin 0,159 0,439™ -0,385™ -0,342™ -0,338™ -0,005 -0,171 -0,132 0,263" 0,417 -0,314™ -0,342™
Sinapik Asit 0,456™ 0,174 -0,228" -0,114 -0,162 0,751™ -0,705™ 0,655  -0,413™ 0,049 0,342™ 0,111
Ferulik Asit 0,045 -0,498™ 0,377" 0,479™ 0,444™ 0,488™ -0,166 0,622  -0,680™ -0,577" 0,781 0,622™
Rosmarinik Asit 0,008 -0,050 0,065 -0,037 -0,034 -0,073 0,036 -0,067 0,064 0,010 -0,036 -0,048
Vanillin -0,150 -0,543™ 0,471™ 0,523 0,487 0,418™ -0,027 0,593™  -0,723"  -0,674™ 0,784™ 0,668™
Resveratrol -0,082 -0,008 0,048 0,014 0,038 -0,313" 0,255" -0,313" 0,244" 0,044 -0,183 -0,187
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Tablo 29. (devam)

- = o o 2 - = = < S
Z < L gz 3 5 2 g X £ &
— = = O c = X X c =
z 5 5 25 B 2 3 = 5 5 2
S £ 2 S o S = 5 £ > g
of 3 S > S I & i 3 @
LL S 17) o
@ 4 o
N4
Fumarik Asit -0,099
Kerasiyanin Klorit -0,223" -0,048
Siyanidin-3-O-glucozit ~ -0,307"" 0,038 0,122
Klorogenik Asit -0,194 0,410™ 0,037 0,054
Hesperidin -0,330™ 0,145 0,076 0,081 0,423™
Sinapik Asit 0,454™ 0,041 -0,323™ -0,422™ 0,107 0,026
Ferulik Asit 0,522™ -0,390™ -0,296™ -0,476™ -0,497™ -0,336™ 0,518™
Rosmarinik Asit -0,099 0,049 -0,057 0,225 0,061 0,084 -0,160 -0,026
Vanillin 0,331™ -0,644™ -0,127 -0,286™ -0,311™ -0,239" 0,241 0,672 0,022
Resveratrol -0,127 0,062 0,162 0,094 -0,065 -0,181 -0,182 -0,119 -0,079 -0,248"




PH degisimi

Yerel bir saticidan temin edilen greyfurt sulari sikilarak patorize edildikten sonra farkl
kombinasyonlarda inokiile edilen probiyotik bakterilerin greyfurt sularinda pH degisimine
sebep olup olmadigimi gérebilmek i¢in fermentasyon siiresi boyunca belli araliklarda (1, 2, 3.
giinii ve 2 ve 4. haftalarinda) 6rnekler steril sartlarda alinarak pH dl¢iimii gergeklestirilmistir.

Belirlenen pH degerleri Tablo 26°daki verilmistir.

ACC 54, ACC 28, L.plantarum 250, 1. KO, 2. KO, 3.KO ve 4.KO eklenmis greyfurt
sularmin 25°C’lik depolama siiresi boyunca pH’larda genel bir diisiis belirlenmistir. Depolama
sicakligi 37 °C’de ayn1 kombinasyonlarin inokiile edildigi greyfurt sularinda da benzer bir
diistis tespit edilmistir. Depolama siirecinde 25 °C’de en fazla diisme ACC 28 ve 1.KO’da
meydana gelmis ve pH degeri 3.58”den 3.02’e kadar diismiistiir. En az degisim ise ACC 54°de
3.58’den 3.21°e kadar bir diisiis olarak meydana gelmistir. Diger depolama sicaklii olan
37°C’de en diisiik pH 3.58’den 3.07°ye ACC 28’de meydana geldigi tespit edilmistir. En az
degisim ise ACC 54’de 3.58’den 3.29’a kadar diistiigii belirlenmistir (Tablo 26). L.plantarum
bakterileri laktik asit liretme yetenegi sayesinde (Yuasa et al. 2021), depolama siiresi boyunca

pH degerinde diismeye sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Yapilan varyans analizi sonucunda sicakligin ve farkli mikroorganizmalarin greyfurt
suyunun depolama siiresi boyunca pH degeri tizerindeki etkisi ¢ok anlamli bulunmustur
(p<0.01). Aym sekilde greyfurt suyu pH degeri lizerine siireninde etkisinin ¢ok anlamli
(p<0.01) oldugu belirlenmistir (p<0.01). Bu ¢aligmada kullanilan mikoorganizma sus X sicaklik
interaksiyonu istatistiksel olarak ¢ok onemli (p<0.01) bulunmustur. Ayni sekilde kullanilan
mikroorganizma sus X siire ve sicaklik X siire interaksiyonlarida istatistiki olarak ¢ok énemli

(p<0.01) oldugu tespit edilmistir (Tablo 27).

Sekil 61 (B)’de greyfurt sularinin pH degerleri depolama siiresi boyunca her iki sicaklik
derecesinde de azalmistir. Sekil 61 (C)’de probiyotik bakteriler ve kombinasyonlarinin inokiile
edildigi greyfurt sularimin pH degerleri depolama siiresi boyunca yine her iki depolama

sicakliginda diisiis gosterdigi belirtilmistir.

142



ACC54 ACC28 250 1.XO 2.K0 3.K0 4.X0 0. Gur 1. Gun 2.Gln 3.Gun 2.Hafta 4. Hafta

Mikroorganizma Slire

e ACCS54 @ ACC28 250 1LX0

e KO w3 KO wlPumd, KO

(©

Sekil 61. Probiyotik mikroorganizmalarin farkli kombinasyonlari ile inkiibe edilen greyfurt
sularinin depolama siiresince pH degerindeki sicaklik x mikoorganizma sus (A), sicaklik x siire
(B), mikoorganizma sus x siire (C) interaksiyonlar1

Yuasa et al. (2021), ¢alismalarinda narenciye sularindaki pH’y1 3.70 olarak belirlemis
ve %100 konsantre olmayan haruka suyunun fermantasyonu sonucu pH degerinin
degismedigini belirtmislerdir. %100 konsantre olmayan satsuma mandalina suyunda ise, L.
plantarum SI-1 kullanildiginda laktik asit fermantasyonu sirasinda asitligin arttigi, ancak iki
bakteri tarafindan 24 saatlik bir fermentasyonun ardindan pH degerinin degismedigini
bildirmislerdir. Porto and Okina (2017), Lactobacillus acidophilus eklenen pancar ve portakal
sularinin karisik olarak 1ki farkli oranda kullanildigi meyve sularinin pH degerlerini
incelemislerdir. Arastirma sonunda daha yiiksek konsantrasyonda portakal suyu iceren meyve
suyunun (1:2), 4 °C’de 28 giinliik depolama siiresi boyunca degerlendirilen diger meyve suyuna
(1:1) kiyasla daha daha diisiik pH degeri gosterdigini tespit etmislerdir. 1:2 oraninda karigtirilan
meyve suyunun daha yiiksek asitligi, gidayr bozan mikroorganizmalarin gelismesini
engellemekte, boylece raf Omriinlin uzamasini saglayacagini bildirmislerdir. Ancak bu
durumun {riinlerin duyusal kabuliinii ve probiyotik kiiltlirlerin canliligin1 azaltabilecegini de

belirtmislerdir.
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Asitlik ve suda ¢oziinlir maddelerdeki varyasyonlar, kullanilan meyve ve sebzelerin
ozellikleri ve bunlarin ilaveleri ile ilgili oldugundan (Pimentel et al. 2015; Costa et al. 2017)
pH’daki diisiis gidaya ve uygulamaya gore degiskenlik gosterebileceginden ¢alismamizdaki
probiyotik greyfurt sularinin pH’sindaki diistisiin yapilan ¢alismalar dogrultusunda muhtemel
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica bu ¢alisma da kullanilan sicaklik derecelerinin mikrobiyal
gelisme icin uygun oldugu fakat meyve suyunun uzun siireli saklanmasi i¢in uygun olmadigi
diisiiniildiigiinden gelisim siirecinde probiyotik bakterilerin ne kadar siire dayanabilecegi ve bu
siire¢ icerisinde meyve suyunun diger 6zellikleri ve Ozellikle naringin igeriginde meydana

getirdigi azalma miktarinin belirlenmesi amaglanmustir.
Titrasyon asitligi degisimi

Probiyotik greyfurt suyu 6rneklerinin titrasyon asitligi belirlenen miktarlariTablo 26’da

verilmistir.

ACC 54, ACC 28, L.plantarum 250, 1. KO, 2. KO, 3.KO ve 4.KO eklenmis greyfurt
sularinda 25°C’lik depolama siiresi boyunca titrasyon asitligi miktarinda bir yiikselme
belirlenmistir. En fazla artis %60.79’dan %1.72’¢ kadar 4.KO’da bulunmustur. Bunun yani sira
en az artis %0.79’dan %1.47’e kadar ACC 54°de tespit edilmistir. Diger depolama sicakligi
olan 37°C’de ise en fazla artis %0.79°dan %]1.44’e kadar ACC 28’de bulunmustur. En az artis
ise ACC 54°de belirlenmis olup %0.79’den 9%0.97’e kadar bir yiikselme gerceklesmistir. Her
iki sicaklik degerinde de depolama sonucu titrasyon asitliginde en az degisimin ACC 54°de
bulunmustur (Tablo 26). Yapilan varyans analizi sonucunda sicaklik, kullanilan
mikoorganizma susu ve siire parametrelerinin, biitiin 6rneklerin titrasyon asitligi {lizerine
istatistiki olarak ¢ok anlamli (p<0.01) bir etki gosterdigi tespit edilmistir. Parametreler arasi
interaksiyonlar incelendiginde, sicaklik X mikoorganizma sus interaksiyonu istatistiki olarak
¢ok 6nemli (p<0.01) bulunmustur. Ayn1 zamanda sicaklik x siire ve mikoorganizma sus x siire
interaksiyonlar1 da greyfurt suyu orneklerinin titrasyon asitligindeki degisim iizerine ¢ok
anlamli  (p<0.01) bir etki olusturdugu tespit edilmistir (Tablo 27). Probiyotik
mikroorganizmalarin 37°C’de 2. Haftadan itibaren gelismedikleri Tablo 25°de verilmistir.
Probiyotik kiiltiirlerin canliligin1 etkileyen faktorler arasinda asitlik miktari, pH, oksijen
seviyesi, besin eksikligi ve iiriinde antimikrobiyal maddelerin varlig:r sayilmektedir (Shah,
2001). Bu durumda probiyotik mikroorganizmalarin gelisimi 37°C’de 25 °C’ye gore daha hizli
gerceklesmis olup ortamda artan asit miktar1 ve azalan pH’dan dolayr mikroorganizmalarin bu
sicaklikta 2. haftadan sonra koloni saymi i¢in yapilan ekimde gelisemedikleri

digiiniilmektedir. Boylece 25 °C laktik asit bakterileri igin optimum sicakligin altinda oldundan
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dolay1 gelisim daha yavas gerceklesmis olup mikroorganizma gelisimi 37°C sicakliktaki

mikroorganizmalara gore 4. haftaya kadar biraz daha artmistir.

Sekil 62 (A)’da L. plantarum ACC54 greyfurt suyu Orneklerinin titrasyon asitligi
miktar1 diger orneklere gore daha diisiik belirlenmistir. Sekil 62 (B)’de her iki sicaklik
derecesinde greyfurt suyundaki titrasyon asitligi miktarlarinda depolama siiresince bir artig
meydana gelmistir. Sekil 62 (C)’de biitiin mikroorganizma suslarinin inokiile edildigi greyfurt
sularinin titrasyon asitligi miktarlar1 depolama siiresince artis gostermis olup, en fazla degisim

4. KO ‘da bulunmustur.
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Sekil 62. Probiyotik mikroorganizmalarin farkli kombinasyonlar ile inkiibe edilen greyfurt
sularinin depolama siiresince titrasyon asitligi miktarindaki sicaklik x mikoorganizma sus (A),
sicaklik x stire (B), mikoorganizma sus x siire (C) interaksiyonlari

Yoon et al. (2005), Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus plantarum olmak iizere 4 yararli laktik asit bakterisi tarafindan
kirmiz1 pancar suyunu fermante etmis ve kirmizi pancar suyunun genel 6zellikleri arasinda
titrasyon asitligi miktarina baktiklarinda 4°C’lik bir sicaklikta 72 saatlik bir depolama
sonucunda L. acidophilus’un %0.13-0.98, L. plantarum’un %0.13-0.56, L. casei’nin 0.13-0.25
ve L. delbrueckii’nin 0.13-0.23 arasinda degisim gosterdigini bildirmislerdir.
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Porto and Okina (2017), farkli oranlarda pancar ve portakal sular1 karisimina ekledikleri
liyofilize L.acidophilus’un bu meyve sularinin genel Ozelliklerinde meydana getirdigi
degisikligi arastirmislardir. Calisma sonunda 4°C’de 28 giinliik bir depolama sonucunda
liyofilize L.acidophilus’un 1:1 ve 1:2 oraninda karistirilmis meyve sularinin sitrik asit cinsinden
belirlenmis olan toplam asitlik icgeriginde herhangi bir degisiklige sebep olmadigini

belirtmislerdir.

Yuasa et al. (2021) probiyotik laktik asit bakterileri kullanilarak fermente edilmis
narenciye suyunun kimyasal bilesimi ve duyusal Ozellikleri arastirdiklari calismalarinda
titrasyon asitligi miktarinin L. plantarum HJ’nin L. plantarum SI-1’inde kontrol grubuna gore
onemli bir fark olusmadigi, L. plantarum MU-1"de bir diisiis oldugunu (0.07) bildirmislerdir.
Ayn1 zamanda Lactobacillus plantarum SMJ grubunda L. plantarum Sl-1’de kontrol grubuna
gore bir artig (0.17) olurken L. plantarum MU-1"de bir degisme olmadigi ve OJ grubunda ise
L. plantarum SI-1 ve L. plantarum MU-1"de kontole gore sirasiyla 0.19 ve 0.6’lik bir artis tepit

ettiklerini bildirmislerdir.

Renk degerlerindeki degigim

Greyfurt sularina farkli kombinasyonlarda inokiile edilen probiyotik bakterilerin
fermantasyon siiresi boyunca, belli araliklarda steril sartlarda alinmis greyfurt sulari

orneklerinin renk degerlerinin spektrofotometrik sonuglar1 Tablo 26’da verilmistir.

Gidalardaki renk maddeleri; klorofil, antosiyanin, karotenoid ve betalainler olmak {izere
dort grup fenolik bilesikten kaynaklanmaktadir. Turuncggillerde renkler antosiyaninlerden
kaynaklanmaktadir. Greyfurt turunggil ailesi igerisinde siiflandirildigindan dolayi, greyfurt
suyunun renginde antosiyanidinlerin etken rol oynamaktadir. Bu antosiyaninlerin
bilesimlerindeki antosiyanidinlerin farkli miktar ve oranda olmalari renk ve tonlarmin
olusumunu saglamaktadir. Antosiyanidinlerden siyanidin ve delfinidin kan portakalinin renk
olusumunda rol almaktadir (Cemeroglu, 2013). Greyfurt sularinda bulunan fenolik yapilarin
degisimi, ayn1 zamanda 1s1, sicaklik, mikrobiyal yiik gibi etken faktorler renk degisiminde etkili

olabilmektedir.

Calismamizda, ACC 54, ACC 28, L.plantarum 250, 1. KO, 2. KO, 3.KO ve 4.KO
eklenmis greyfurt sularinin IC degerlerinin 25°C’lik depolama sicakliginda en fazla degisimi
1.KO’yu igeren greyfurt sularinin 2 hafta depolanmasi sonucu meydana gelmis olup, IC degeri,
3.98’den 5.96’ya yiikselmistir. IC’nin 37°C’lik depolama sicakliginda ise en fazla degisimi
3.KO’nun ilave edildigi greyfurt suyu drneginin 4 hafta depolanmasi sonucu (3.98’den 5.89’a)
belirlenmistir. IC” degerinin 25°C’lik depolama sicakligindaki en fazla degisimi yine 1. KO’yu
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igeren greyfurt suyu ornekleginin 2 hafta depolamasi sonucu (5.44’den 7.96’ya) bulunmustur.
IC’ degerinin 37°C’lik depolama sicakligindaki en fazla degisimi ise 4 hafta depolama sonucu
(5.44°den 7.84¢) tespit edilmistir. Renk tonunun 25°C ve 37°C’lik depolama sicakliklarindaki
en fazla degisim 3.KO’da belirlenmis olup (1.28’den 1.35 ve 1.28’den 1.30’a), greyfurt suyu
orneklerinin 4 hafta depolanmasi sonucu belirlenmistir. Kirmizi renk tonunda 25°C’lik
depolama sicakliklarindaki en fazla degisim 1. KO eklenmis greyfurt sularinin 4 hafta
depolanmast sonucunda (%32.18’den %33.53’e) belirlenmistir. 37 °C’deki depolama
sicakliklarindaki en fazla degisim (%32.18’den 33.17’¢) 3.KO ilave edimis greyfurt sularinin 4
hafta depolanmasi sonucu bulunmustur. Sari renk tonunda 25°C’lik depolama sicakliklarindaki
en fazla degisim L. plantarum ACC54 eklenmis greyfurt sularmin 4 hafta depolanmasi
sonucunda (%41.02’den %42.98’¢) belirlenmistir. 37 °C’deki depolama sicakliklarindaki en
fazla degisim (%41.02°den 42.15’e) 4.KO ilave edimis greyfurt sularinin 2 hafta depolanmasi
sonucu tespit edilmistir. Mavi renk tonunda 25°C’lik depolama sicakliklarindaki en fazla
degisim 1. KO eklenmis greyfurt sularinin depolama siiresinin 1. giiniinde (%26.80’den
%27.09’e) belirlenmistir. 37 °C’deki depolama sicakliklarindaki en fazla degisim (%26.80°den
%27.63’e) 1.KO ilave edimis greyfurt sulariin depolama siiresinin 1. giiniinde tespit edilmigtir

(Tablo 26).

Yapilan istatistiki analiz sonucuna gére depolama siireci boyunca IC ve IC’ degerleri
tizerine sicaklik parametresi 6nemli (p<0.05) bulunmusken, mikroorganizma suslar1 ve siire
parametrelerinin ¢ok onemli (p<0.01) etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Renk tonu iizerine
sicaklik parametresinin 6nemli olmadig1 bulunmusken, mikobiyal sus ve siirenin ise ¢ok 6nemli
(p<0.01) oldugu tespit edilmistir. Sicaklik parametresinin kirmizi, sar1 ve mavi renk boyutlari
tizerine istatistiki olarak 6nemli bir etkiye sahip olmadigi bulunmustur. Mikroorganizma sus
parametresinin kirmizi renk boyutu i¢in istatistiki olarak 6nemsiz, sar1 renk boyutunda énemli
(p<0.05), mavi renk boyutunda ise ¢ok onemli (p<0.01) oldugu tespit edilmistir. Siire
parametresi ise her ii¢c renk boyutu i¢in istatistiki olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur.
Parametreler arasindaki interaksiyonlar incelendiginde, her {i¢ interaksiyonun IC ve IC’
degerleri iizerine ¢ok 6nemli (p<0.01) oldugu bulunmustur. Renk tonu iizerine ise sadece
sicaklik x siire interaksiyonunun ¢ok anlamli (p<0.01) etki gosterdigi belirlenmistir. Renk tonu
tizerine sicaklik x mikroorganizma sus ve mikoorganizma sus x siire interaksiyonlarinin énemli
bir etkiye sahip olmadigi tespit edilmistir. Kirmizi, sar1 ve mavi renk boyutalar: iizerine ise
sadece sicakli x siire interaksiyonunun ¢ok onemli (p<0.01) bir etki gosterdigi, diger

interaksiyonlari anlamli bir etki gostermedigi belirlenmistir (Tablo 27).
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Greyfurt suyu orneklerinin IC degerleri, 25 °C ve 37 °C depolama sicakliklarinda 4
haftalik depolama siiresinin sonuna kadar genel bir artis gostermistir (Sekil 63 (B)). Ayni
sekilde mikroorganizma suslarnin ilave edildigi tim 6rneklerinde IC degerleri 4 haftalik
depolamanin sonuna dogru bir yiikselme belirlenmistir (Sekil 63 (C)). Sekil 63 (D)’de
depolamanin 4. haftasinda 25 °C sicakliktaki orneklerin, 37 °C sicakliktaki greyfurt suyu

orneklerine gore daha yiiksek renk tonu belirlenmistir.
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Sekil 63. Probiyotik mikroorganizmalarin farkli kombinasyonlar ile inkiibe edilen greyfurt
sularinin depolama siiresince renk koyulugu (IC)’nun sicaklik x mikoorganizma sus (A),
sicaklik x siire (B), mikoorganizma sus x siire (C) interaksiyonlar1 ve renk tonunun sicaklik x
stire (D) interaksiyonu

Greyfurt suyu Orneklerinin IC’ degerleri, her iki sicaklik derecesinde depolama
sliresince artig gostermistir (Sekil 64 (B)). Sekil 64 (A)’da ise ACC 54, ACC 28, L.plantarum
250, 1. KO, 2. KO, 3.KO ve 4.KO eklenmis greyfurt sularinin 25 °C ve 37 °C’deki IC’ degerleri
birbirine yakin olarak belirlenmistir. Ayni zamanda ACC 54, ACC 28, L.plantarum 250, 1. KO,
2. KO, 3.KO ve 4.KO eklenmis greyfurt sularinin IC” degerlerleri depolama siiresi buyunca bir
artig gosterdigi Sekil 64 (C)’de belirtilmistir.
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Sekil 64. Probiyotik mikroorganizmalarin farkli kombinasyonlar: ile inkiibe edilen greyfurt
sularinin depolama siiresince renk yogunlugundaki (IC’) sicaklik x mikoorganizma sus (A),
sicaklik x stire (B), mikoorganizma sus x siire (C) interaksiyonlari

Sekil 65 (A)’da kirmiz1 renk tonunda O-1 giin araliginda bir artis meydana gelmis, 4.
haftanin sonunda 37 °C 6rneklerin kirmizi renk tonu 25 °C’deki 6rneklere gore daha yiiksek
bulunmustur. Sekil 65 (B)’de her iki sicaklik derecesindeki greyfurt suyu 6rneklerinde mavi
renk tonu 3. giiniin sonuna kadar ¢ok az degisisklik gostermis olup 3. giinden sonra bir azalma
meydana gelmistir. Sekil 65 (C)’de 25°C sicakliktaki orneklerin sar1 renk tonunda 3. giinden
sonra bir artig goriiliirken, 37 °C sicakliktaki greyfurt suyu 6rneklerinin sar1 renk tonunda 3.
giin ve 2. hafta araliginda 6nce bir arti, daha sonra 2. ve 4. hafta araliklarinda bir azalis tespit

edilmistir.
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Sekil 65. Probiyotik mikroorganizmalarin farkli kombinasyonlar ile inkiibe edilen greyfurt
sularinin depolama siiresince kirmizi renk yogunlugu (A), mavi renk yogunlugu (B) ve sar1 renk
yogunlugundaki (C) sicaklik x siire interaksiyonlar1

Bu calismada renk degerleri Glories (1984) metodunun, Kalkan Yildirim (2006)
modifikasyonuna gore Ol¢iilmiistiir. Yapilan literatiir taramasi sonucu probiyotik meyve
suyunun bu yontemle belirlenmis renk degerlerine rastlanmamistir. Yapilan bu ¢alisma bu

ac¢idan alaninda bir ilk olacaktir.

Kalkan Yildirim (2006)’da yaptiklar1 ¢alismada meyve saraplarinin  renk
parametrelerini degerlendirmistir. Meyvelerin farkli renkleri ve farkli sarap yapim
prosediirlerinin, meyve saraplariin toplam fenolik igerigini etkiledigi bu durumunda IC’, IC,

renk tonu, %sari, kirmizi ve mavi renk boyutlarinda farkliliga neden oldugunu bildirmistir.

Kelebek et al. (2008), kan portakali sularinda (Citrus sinensis (L.) Osbeck) yaptiklari
renk Glgtimlerinde Moro ve Sanguinello tiirlerinde IC, renk tonu, %sar1, kirmizi ve mavi renk

boyutlarini sirasiyla; 1.40 +0.12-0.84 + 0.10, 0.59 £ 0.01-1.23 £ 0.02, 32.6 + 0.04-41.9 £ 0.12,
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55.0 £ 0.16-34.1 = 0.08, 12.4 £+ 0.04-24.0 £+ 0.02 olarak belirlemislerdir. Yapilan caligma ile
karsilagtirildiginda belirlenen renk degerleri turunggillerin tiirlerine gore farklilik gosterdigi
(Cemeroglu, 2013) anlasilmaktadir. Bu durumda bizim c¢alismamizda bulunan degerler

belirtilen liretatiire gére uyum saglamaktadir

Toplam fenolik madde degisimi

Greyfurt sularina farkli kombinasyonlarda inokiile edilen probiyotik bakterilerin
greyfurt sularindaki depolama siiresince belli araliklarda meyve suyu 6rnekleri steril sartlarda
alimmis ve folin ciocalteu ayiraci ile toplam fenolik madde (TFM) miktarlari belirlenmistir.

Belirlenen TFM miktarlar1 Tablo 26°da verilmistir.

Greyfurt suyu zengin bir biyoaktif bilesik kaynagidir (Vanamala et al. 2006; Zhang,
2007). Meyve suyunun laktik fermantasyonu, bagirsak mikroflorasinin dengesini destekleyen
lif, oligosakkaritler ve bakteriler gibi biyoaktif bilesikler icerdiginden “fonksiyonel gida” olarak
tanimlanabilmektedir (Perricone et al. 2015). Bunlarin yani sira greyfurt suyunun laktik asit
fermantasyonu ile iiretilen potansiyel igecek, saglik iizerine daha ¢ok olumlu etki saglayacaktir
calismamizda hem probiyotik greyfurt suyu iliretimi hem de probiyotik ilave edilen greyfurt

sularinda aciliga neden olan naringin miktarinin azaltilmas1 amaglanmustir.

Depolama sirasinda genel olarak greyfurt suyunun toplam fenolik madde (TFM) igerigi
azalmustir. Bir giinliik fermantasyon siiresi igerisinde en yiiksek TFM 37 °C’de depolanan ACC
54°de belirlenmistir. Baslangi¢c miktar1 643,32 mgGAE/L ‘den 502,60 mgGAE/L’ye diistiigii
tespit edilmistir. Fermantasyon siiresinde en diisiik TFM ise 643,32 mgGAE/L’den 453.20’ye
kadar 37 °C’de depolanan 4. KO’da belirlenmistir. Depolama siiresince en fazla dusiis 25 °C’de
3. KO’da tespit edilmistir. Bu miktar 643,32 mgGAE/L‘den 4 haftalik depolama sonucunda
259,33 mgGAE/L’e diismiistiir. Depolama siiresi sonunda 25 °C’de en az degisim ise 643,32
mgGAE/L’den 358,88 mgGAE/L’e kadar diisiis ile 250°de goriilmiistiir (Tablo 26).

Yapilan istatistiki analiz sonucu sicaklik ve stirenin TFM iizerine ¢ok dnemli (p<0.01)
bir etkiye sahip oldugu, mikoorganizma suslarinin ise bu degisimde etkili olmadigi
belirlenmistir. Ikili interaksiyonlar incelendiginde sicaklik X mikoorganizma susu ve sicaklik X
stire interaksiyonunun TFM {izerine ¢ok anlamli (p<0.01) bir etkiye sahip oldugu
mikoorganizma sus x siire interaksiyonunun ise anlamli (p<0.05) bir etkiye sahip oldugu
bulunmustur (Tablo 27). Yapilan Duncan Coklu Karsilastirma Testinde sicakligin TFM iizerine
25 °C’de 456,85+111,212 mgGAE/L kadar 37 °C’de ise 440,69+110,81° mgGAE/L kadar bir
degisiklige sebep oldugu belirlenmistir (Tablo 28). Bu durum 25 °C’de mikroorganizmalar

uzun siire canliligini korudugundan dolayr TFM’yi besin maddesi olarak daha uzun siire
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kullandig1, boylece TFM’de daha biiyiik bir azalmaya sebep oldugu seklinde yorumlanabilir.
Siirenin etkisi ise en ¢ok 1 giinliik fermentasyonun sonunda goriildiigli ve bunu takiben 3. giin
sonunda gerceklestigi tespit edilmistir. Buna karsin 2. hafta ve 4. haftalardaki degisimin Tablo
26‘da daha az oldugu belirlenmistir. Bu durumun mikrobiyal ylikteki azalma ile dogru orantili

oldugu diistiniilmektedir.

Sekil 66 (A)’da L. plantarum ACC54 igeren 6rnek hari¢ olmak iizere diger greyfurt suyu
orneklerinin 37 °C sicakliktaki TFM miktarlari 25 °C sicakliktaki 6rneklerin TFM miktarindan
daha diisiik belirlenmistir. Sekil 66 (B)’de her iki sicaklik derecesindeki greyfurt suyu
orneklerinin TFM miktarinin depolama siiresinin sonuna kadar azaldig1 gosterilmistir. Sekil 66
(C)’de mikroorganizmalarin hepsinde 0-1 giin araligindaki depolama siirelerinde TFM
miktarlarmin diistiigli 1-3 giin araliginda TFM miktarinda ¢ok az degisiklik oldugu daha sonra
tekrar bir diisiis gosterdikleri belirtilmistir.
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Sekil 66. Probiyotik mikroorganizmalarin farkli kombinasyonlar ile inkiibe edilen greyfurt
sularmin depolama siiresince TFM (mgGAE/L)’deki sicaklik x mikoorganizma sus (A),
sicaklik x siire (B), mikoorganizma sus x siire (C) interaksiyonlari
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Yapilan literatiir arastirmasi sonucu probiyotik greyfurt suyunun TFM miktari ile ilgili
yalnizca bir ¢aligmaya rastlanmustir. Tran et al. (2020) yaptiklar ¢alismada probiyotik greyfurt
sularmin 4 °C depolama siiresi boyunca TFM’lerde ¢ok Onemli diizeyde bir azalma
belirlemislerdir. Multari et al. (2020), ¢alismalarinda tatli portakal sulari tizerinde laktik asit
bakterilerin etkisini arastirmislardir. Arastirma da laktik asit bakterilerinin fenolik bilesikler
tizerindeki etkilerinin matrikse 6zgii oldugu, ornegin, L. rhamnosus, washington c¢esidinin
suyundaki fenolik seviyelerini arttirirken (36.8 = 1.51 mg/L), Tarocco ¢esidindeki fenolikleri
azalttigini (18.8 = 0.7 mg/L) belirtmislerdir. Miranda et al. (2019), ¢alismalarinda Lactobacillus
casei eklenen portakal suyunun 28 giinliik bir depolama siiresince bazi kalite degerlerini
aragtirmiglardir. Caligmada mikroorganizmanin meyve suyuna farkli formiilayonlarda ilave
edildigini ifade etmislerdir. Portakal suyuna direkt eklenen Lactobacillus casei’nin depolama
stiresi sonuna kadar toplam fenolik madde iceriginde 493.9 + 78.8 mgGAE/L’den 516.2 + 18.6
mgGAE/L’e kadar bir degisim oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 zamanda Miranda et al. (2019),
fenolik bilesiklerin bozunmanin oksijen varligi, yiiksek sicakliklar, 1518a maruz kalma, diisiik

pH gibi ¢esitli faktorler nedeniyle meydana gelebildigini de belirtmislerdir.

Fenolik bilesikler ayni zamanda antioksidan bilesikler oldugundan dolayr TFM
miktarindaki azalma antiksodan bilesiklerde azalma ile dogru orantilidir. Ama antioksidan
aktivite 1Cso olarak belirlendiginden ve bu degerin yiikselmesi daha diisiik antioksidan aktivite
gostergesi oldugundan dolayr TFM miktar1 hem ABTS™" ile antioksidan aktivite (-0.777*) hem
de DPPH" ile antioksidan altivite (-0.0778*) arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur (Tablo
29).

Antioksidan aktivite degigsimi

Antioksidanlar; serbest radikal olusumunu saglayan oksijen ve katalitik metal iyonlarini
uzaklastiric1 etkiye sahiptirler. Bunun yanisira radikallere karsi temizleyici (scavenging),
bastiric1 (quencher) ve zincir kirici (chain breaking) etkiler de gostermektedirler (Mao et al.
2006). Antioksidanlarin etkinligini belirlemek i¢in ¢esitli analitik yontemler ve farkli substratlar
kullanilmaktadir. Caligmamizda probiyotik greyfurt sularinda DPPH" ve ABTS™ ile
antioksidan aktivite belirlenmistir. Bu yOntemler meyve suyu orneklerinde antioksidan

aktivitenin belirlenmesinde genel olarak kullanilan yontemlerdir (Cemeroglu, 2013).

DPPH* metodu

Probiyotik bakterilerin inokiile edildigi greyfurt sularinin depolama siiresi boyunca belli
araliklarda steril sartlarda alinarak DPPH® antioksidan aktivite IC50 degerleri Tablo 26’da

verilmistir.
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Yaptigimiz ¢alismada greyfurt suyu Orneklerinde depolama siiresinin sonuna kadar
antioksidandaki en fazla degisim 37 °C’de depolanan 2. KO’da belirlenmis olup IC50 degeri
16.41°den 37.02’e kadar yiikselmistir. En az degisim ise 25 °C’de depolanan L.plantarum 250
susunun bulundugu ornekte tespit edilmis olup, bu deger 16.41°den 25.83’e kadar oldugu
belirlenmistir (Tablo 26). Yapilan varyans analizi sonucu sicaklik, mikroorganizma susu ve
stire parametrelerinin hepsinin depolama siiresince greyfurt suyu orneklerinin DPPH* ile
belirlenen antioksidan aktivitesi {iizerine ¢ok onemli (p<0.01) bir etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Parametreler arasindaki interaksiyonlara bakildiginda sicaklik X mikoorganizma
suslar1, sicaklik X siire ve mikoorganizma susu X siire interaksiyonlarinin hepsinin depolama
stiresince DPPH" ile belirlenen antioksidan aktivite iizerine ¢ok 6nemli (p<0.01) bir etki

gosterdigi bulunmustur (Tablo 27).

Sekil 67 (A)’da greyfurt suyu 6rneklerinde DPPH* ile belirlenen antioksidan aktiviteler
her iki sicaklik derecesinde de yakin degerlerde bulunmustur. Sekil 67 (B)’de yine her iki
sicaklik derecesinde depolama siiresince belirlenen DPPH" ile antioksidan aktivite ilk iki giin
yiiksek bulunmusken daha sonra azalma meydana gelmistir. 2. ve 4. hafta arasinda 37 °C’deki
greyfurt suyunun DPPH?" ile antioksidan aktivitesi 25 °C’deki orneklere gore daha yiiksek bir
azalma gostermistir. Sekil 67 (C)’de biitin greyfurt suyu 6rneklerinin DPPH* antioksidan

aktivitesinin 2. giinden itibaren depolamanin son haftasina kadar azaldig gosterilmistir.
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Sekil 67. Probiyotik mikroorganizmalarin farkli kombinasyonlari ile inkiibe edilen greyfurt
sularinin depolama siiresince antioksidan aktivitedeki (DPPHe) sicaklik x mikoorganizma sus
(A), sicaklik x siire (B), mikoorganizma sus x siire (C) interaksiyonlari

Yapilan literatlir taramasi sonucunda depolanmis probiyotik greyfurt suyunda
antioksidan madde miktar1 i¢in yapilan bir caligmaya rastlanmistir. Tran et al. (2020) probiyotik
greyfurt sularinda FRAP yontemi ile antioksidan kapasite dlgmiislerdir. Yaptiklar1 caligmada
greyfurt suyunun 6zellikle L. rhamnosus B01725 susu tarafindan fermantasyonun diger tiim
orneklerdeki antioksidan kapasitesine gore onemli diislis gosterdigini ve burada en diisiik
antioksidan kapasitesinin 7.72 mM olarak olgiildiigi bildirmislerdir. Probiyotik bakterilerle
fermente edilmis greyfurt suyundaki antioksidan aktivite, 4 °C'de depolama sirasinda 6nemli
oOlglide azaldigini da belirtmislerdir. Bujna et al. (2018) yaptiklar1 ¢alismada kayisi suyunun
probiyotik Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarinin mono ve karisik kiiltiirleri ile laktik asit
fermantasyonu sirasinda antioksidan kapasitesini belirlemislerdir. FRAP yontemi ile belirlenen
antioksidan kapasitesinin fermantasyon sirasinda biraz arttigin1 bildirmislerdir. Bu durumun

anaerobik sartlarda 37°C’de gerceklestirilen fermantasyon sirasinda probiyotiklerin glutatyon,
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biitirat, folat vb. gibi antioksidan aktiviteye sahip ¢esitli metabolitler liretebildiginden kaynakli
olabildigini belirtmiglerdir.

Nazzaro et al. (2008), Lactobacillus spp, inulin ve fruktooligosakkaritler ile takviye
edilmis havug suyunun sinbiyotik potansiyelini belirlemislerdir. Calisma sonucunda 4 ‘C'de 4
haftalik depolamadan sonra meyve suyundaki iki lactobacill’in canli hiicre sayilar1 belirlenmis
ve yalnizca bu iki susun diisiik pH'da hayatta kalabildigini bildirmislerdir. Fermente meyve
suyunun B-karoten igerigi ve antioksidan aktivite gibi bazi biyokimyasal 6zelliklerinin de
korundugu, bunun da Lactobacillus spp. tarafindan 4 °C'de 4 haftalik depolamadan sonra bile

takviye besin bilesenlerinin bozulmadigini belirtmislerdir.

Wang et al. (2009), Laktik asit bakterileri ve bifidobakterilerle fermente edilmis noni
suyunun probiyotik potansiyelini incelemislerdir. Calisma da Lactobacillus casei’nin, 4 haftalik
depolama siirecinin 3. haftasindan sonra hicbir hiicre canliligi sergilemedigini, ayrica,
Bifidobacteri longum ile fermente edilen noni suyunun, laktik asit bakterilerinden 6nemli

Olciide farkli olmayan yiiksek bir antioksidan kapasiteye sahip oldugunu belirtmislerdir.

ABTS** metodu

Greyfurt sularindaki depolama siiresi boyunca belli araliklarda meyve suyu ornekleri
steril sartlarda alinarak ABTS™" ile antioksidan aktivite IC50 degerleri belirlenmistir (Tablo 26).

Omeklerden depolama siiresi boyunca en fazla degisim 37°C’de 1.KO’da belitlenmis
olup ABTS"" radikali gidermede IC50 degeri 7.45ten 13.42’ye ¢ikmugtir. En az degisim ise 25
°C’de depolanan L.plantarum 250 susunun bulundugu 6rnekte meydana gelmis olup, bu deger
7.45’ten 10.31°e yiikselmistir (Tablo 26). Yapilan istatistiki analiz sonucunda sicaklik,
mikoorganizma susu Ve siire parametrelerinin hepsinin depolama siirecindeki ABTS™ ile
belirlenen antioksidan aktivitedeki degisim iizerine ¢cok dnemli (p<0.01) etkiye sahip oldugu
tespit edilmistir. Ayn1 sekilde ikili interaksiyonlar incelediginde sicaklik x mikoorganizma
susu, sicaklik x siire ve mikoorganizma susu x siire interaksiyonlarinin hepsinin ABTS™ ile
belirlenen antioksidan miktarindaki degisim tizerine ¢ok etkili (p<0.01) oldugu bulunmustur
(Tablo 27). ABTS' ile antioksidan aktivite i¢in belirlenen sonuglar DPPH" ile belirlenen
antioksidan kapasitesindeki degisim ile paralellik gostermektedir. Tablo 29°da da belirtildigi
tizere ABTS™ ile DPPH" pozitif korelasyon (0.771**) gdstermistir.

Sekil 68 (A)’da her iki sicaklik derecesinde mikroorganizma suslari igeren greyfurt
sularindaki ABTS™ ile belirlenen antioksidan aktivite sonuglari 2.KO ve 4.KO hari¢ olmak
lizere diger tiim Orneklerde benzerlik gostermektedir. Sekil 68 (B)’de her iki sicaklik

derecesinde belirlenen ABTS™ antioksidan aktivite depolama siiresinde azalmistir. Sekil 68

156



(C)’de L. plantarum ACC28, 1.KO ve 2.KO harig olmak iizere diger tiim 6rneklerde depolama
siresinde ABTS™ ile belirlenen antioksidan aktivitede bir azalma meydana geldigi
gosterilmistir. Diger taraftan L. plantarum ACC28, 1-2 giin arasinda 1.KO ve 2.KO’da ise, 2-

3. glin arsinda antioksidan aktivitesinde bir artis belirtilmistir.

10,5

oo

ABTS ICSO (pg/mi)

ABTS ICS0 (ug/mi)

ACCS4  ACC28 25000 1.XO 2.0 3K0 4.X0 0. Gin 1, Gin 2. Gln 3. Gln 2, Hafta 4, Hatta

Mikroorganizma Gin

(A) (8)

ABTS ICS50 (pug/mil)

Sekil 68. Probiyotik mikroorganizmalarin farkli kombinasyonlar ile inkiibe edilen greyfurt
sularinin depolama siiresince antioksidan aktivite deki (ABTS™") sicaklik x mikoorganizma sus
(A), sicaklik x siire (B), mikoorganizma sus x siire (C) interaksiyonlari

Yapilan literatiir taramasi sonucunda probiyotik greyfurt suyunun ABTS™ ile belirlenen
antioksidan aktivitesi ile bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bunun yani sira probiyotik meyve
suyunun antioksidan kapasitesi ile yapilan sinirli sayida caligmaya rastlanmistir (Nazzaro et al.

2008; Wang et al. 2009).

Yapilan literatiir taramas1 sonucu probiyotik meyve sularinin antioksidan kapasitesinin
belirlenmesi ile ilgili yapilan c¢aligmalarda probiyotik meyve sularinin antioksidan
kapasitesinde azalma, degismeme ve artma gibi farkli sonuglara rastlanmistir. Bu durumun en

basta fermantasyon siiresi, daha sonra meyve suyunun yapisi, Ozellikleri ve kullanilan
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mikroorganizmalarla ilgili (Multari et al. 2020) oldugu distiniilmektedir. Ayrica iki farkl
depolama  sicakliklarindaki ~ antioksidan  degisimerinde,  kullanilan  probiyotik
mikroorganizmalarin depolama siiresi sonuna kadar varliklarini siirdiirebilme ile iligkili

olabilecegi tahmin edilmektedir.

LC-MS/MS ile belirlenen fenolik bilesen profili

Probiyotik bakteri ilave edilen greyfurt sularindan depolama siiresince belli araliklarla
steril sartlarda alinan 6rneklerin LC-MS/MS cihazi ile fenolik bilesen profilleri kantitatif olarak
belirlenmistir. Meyve sularinda 31 adet fenolik bilesigin varligi aragtirilmistir. Bu bilesikler

asagida verilmistir;

» Fenolik asitlerden; 4-OH-Benzoic Acid, Vanillik Asit, Ellagik Asit, Gallik Asit,
Ferulik Asit, Rosmarinik Asit, Klorogenik Asit, Sinapik Asit, p-Kumarik Asit,
Fumarik Asit, Caffeic Acid, Kuinic Asit

» Fitoaleksin: Resveratrol

> Flavanoidlerden;

e Flavonlar: Apigenin, Luteolin

e Flavonoller: Kuersetin, Mirisetin, 1zorhamnetin

e Antosiyanidinler: Peonidin-3-O-glikozit, Siyanidin-3-O-glikozit, Kerasiyanin
Klorit

e Flavanonlar: Hesperidin, Taxifolin

e Flavanoller: Katesin, Epikatesin, Epigallokatesin Gallate, Krisin, Vitexin, Vanillin,

Galangin, Kurkumin

Ancak bu bilesiklerin hepsi greyfurt suyu 6rneklerinde belirlenememis olup, belirlenen

bilesikler Tablo 30’da verilmistir.
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Tablo 30. Probiyotik Bakteri ilave Edilmis Greyfurt Sularinda Depolama Siiresinde LC-MS/MS ile Belirlenen Fenolik Bilesen Profili (ppb)
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0. Giin 1042424 803,17 32,08 7079 32641 129473 1524 16745 18,04 6924 454
1. Giin 9256,19 613,30 30,79 92,65 257,48 132676 000 000 18,69 6974 534
2. Giin 732400 63427 30,71 77,43 211,66 116710 000 556 1755 69,40 8,01
Lplantarum ACC 54 "o 204349 644,44 3248 78,64 254,76 135401 000 1021 17,37 67,73 526
2. Hafta 194495 278,18 30,84 72,66 193,51 109040 2,98 232,37 17,52 70,77 852
4. Hafta 1776,44 107,76 2857 8417 289,55 1237,08 7,68 271,39 1924 110,79 2,29
0. Giin 1042424 803,17 32,08 70,79 32641 129473 1524 16745 18,04 6924 454
1. Giin 9239.94 38898 30,54 79,74 278,76 125652 000 4626 17,63 7352 2,11
2. Giin 9067,80 571,90 30,56 8587 227,43 115504 000 14521 1874 8186 2,46
Lplantarum ACC 28 5" oy 919069 57310 6165 7549 33356 128025 000 23305 1761 7051 3.1
2. Hafta 9521,84 54553 2853 7338 200,10 119170 008 379,06 20,15 7034 8,02
25 o 4. Hafta  39810,62 398,73 30,81 8336 23352 125811 27,72 424,66 17,38 72,78 590
0. Giin 1042424 803,17 32,08 7079 32641 129473 1524 16745 18,04 6924 454
1. Giin 892872 598,89 6374 8045 27723 133390 000 359 17,49 7984 1,88
L plantarum 250 2. Giin 839198 584,24 2990 81,40 26388 118585 000 60,47 1742 6371 1,71
3. Giin 777353 32350 76,65 73,87 262,44 136723 000 4457 1840 8260 7,18
2. Hafta 846871 602,07 30,69 92,55 28223 100790 000 18345 1855 9882 2,52
4. Hafta 6519,17 242,62 30,41 70,69 269,43 115646 28,60 307,72 1725 9947 444
0. Giin 1042424 803,17 32,08 70,79 32641 129473 1524 16745 18,04 6924 454
1. Giin 901107 662,22 2974 82,19 269,36 127627 000 3344 1855 72,60 7,92
L.plantarum ACC 54+ 2. Giin 807091 55572 71,64 81,52 30860 131811 000 5353 1830 7331 7,61
L.plantarum ACC 28 3. Giin 625056 433,08 7645 7671 288,77 132293 0,00 5565 1843 7342 337
2. Hafta 617211 46979 52,64 77,42 259,37 117766 0,00 38893 1754 90,70 5,09
4. Hafta 680319 49636 29,60 72,72 24452 127044 866 39259 1821 10141 4,39
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Tablo 30. (devam)

37°C

L.plantarum ACC 54+
L.plantarum 250

L.plantarum ACC 28+
L.plantarum 250

L.plantarum ACC 54+
L.plantarum ACC 28+
L.plantarum 250

L.plantarum ACC 54

L.plantarum ACC 28

L.plantarum 250

0. Giin 10424,24 803,17 32,08 70,79 326,41 1294,73 1524 167,45 18,04 69,24 4,54 0,00

1. Giin 8903,36 617,78 52,60 8570 271,65 124573 0,00 0,00 1755 70,08 937 123,78
2. Giin 756565 213,24 30,49 86,52 292,29 1367,81 0,00 4,75 17,63 68,65 7,47 203,69
3. Giin 454357 568,97 31,50 68,65 303,86 126092 058 7041 17,71 70,06 4,80 210,13
2. Hafta 501529 122,31 56,47 73,69 261,76 107144 861 19246 1750 87,34 7,67 257,71
4. Hafta 146553 134,46 30,51 77,71 259,74 127404 433 226,46 17,18 114,78 3,50 426,10
0. Giin 10424,24 803,17 32,08 70,79 326,41 1294,73 1524 167,45 18,04 6924 4,54 0,00

1. Giin 8510,32 465,40 61,38 84,29 271,31 1268,04 0,00 29,23 17,44 69,76 6,81 143,80
2. Giin 8253,52 19541 29,65 83,80 283,88 133402 0,00 104,84 1742 67,75 2,34 156,43
3. Giin 8276,27 479,17 32,86 7437 311,46 134041 0,00 12956 1835 69,62 4,53 207,58
2. Hafta 7551,86 186,03 30,32 64,67 318,52 125585 0,52 27581 1944 103,55 9,74 238,09
4. Hafta 1224466 120,55 28,19 81,65 223,75 116521 20,90 44490 17,16 86,92 2,71 287,99
0. Giin 10424,24 803,17 32,08 70,79 326,41 1294,73 1524 167,45 18,04 69,24 4,54 0,00

1. Giin 826891 464,96 71,80 77,55 266,31 117648 0,00 8,71 17,39 7522 12,06 148,60
2. Giin 774152 543,77 30,82 76,18 301,72 134251 0,00 51,64 19,79 7287 2,79 192,90
3. Giin 6221,86 472,83 56,63 91,68 252,77 1086,60 0,00 33,40 19,38 62,48 7,96 234,78
2. Hafta 5337,18 488,82 32,43 84,40 271,42 120658 2,84 329,81 18,21 81,44 3,05 229,52
4. Hafta 632191 326,71 7243 7336 208,76 115549 9,68 29452 19,17 93,68 3,28 229,49
0. Giin 10424,24 803,17 32,08 70,79 326,41 1294,73 1524 167,45 18,04 6924 4,54 0,00

1. Giin 9372,03 58548 28,84 93,43 243,49 123559 6,78 102,69 17,73 73,74 7,05 153,80
2. Giin 8406,04 742,47 28,75 7953 21561 1027,76 587 336,63 1765 7186 9,11 278,81
3. Giin 854105 69164 6955 7819 230,36 109345 0,00 33387 17,78 69,42 10,44 27525
2. Hafta 2321859 64489 30,39 71,64 251,26 125345 9,87 19867 1572 66,61 3,73 486,53
4. Hafta 24563,21 128,81 3166 6793 226,73 115941 2391 60258 18,25 11152 8,55 318,80
0. Giin 10424,24 803,17 32,08 70,79 326,41 1294,73 1524 167,45 18,04 69,24 454 0,00

1. Giin 8916,40 653,36 30,41 88,37 27167 123025 0,00 75,63 2385 66,73 2,53 18,77
2. Giin 8365,35 521,71 31,64 7685 247,66 106720 0,65 149558 17,83 78,71 4,53 51,70
3. Giin 8472,41 625,10 70,42 7990 232,34 110852 1,29 17477 1754 8061 1,69 31,64
2. Hafta 16661,58 508,23 31,38 83,77 277,82 128240 13,553 407,86 21,31 102,81 4,84 128,77
4. Hafta 22473,02 181,80 31,16 7154 29042 97941 19,83 62523 17,30 108,77 513 347,10
0. Giin 10424,24 803,17 32,08 70,79 326,41 1294,73 1524 167,45 18,04 6924 4,54 0,00

1. Giin 914469 734,75 36,66 83,75 227,57 1180,90 0,00 196,07 17,41 76,65 8,46 78,52
2. Giin 837122 633,09 30,63 87,16 229,51 1106,20 0,00 292,37 22,73 80,41 3,74 156,55
3. Giin 8229,57 640,27 29,06 67,56 214,13 1156,95 1557 506,60 1753 7582 4,55 200,65
2. Hafta 11891,17 62451 30,72 69,54 247,75 113324 26,59 487,70 18,06 9980 5,18 257,68
4. Hafta 1918245 136,69 30,08 74,64 233,33 108122 17,555 757,12 18,11 11741 1,89 318,90
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Tablo 30. (devam)

L.plantarum ACC 54+
L.plantarum ACC 28

L.plantarum ACC 54+
L.plantarum 250

L.plantarum ACC 28+
L.plantarum 250

L.plantarum ACC 54+
L.plantarum ACC 28+
L.plantarum 250

0. Giin 10424,24 803,17 32,08 70,79 326,41 1294,73 1524 167,45 18,04 69,24 4,54 0,00

1. Giin 8824,03 642,02 3291 87,87 264,76 1230,60 2,67 73,57 18,62 73,71 4,47 118,69
2. Giin 7684,14 621,92 29,66 84,58 227,79 1049,06 0,00 19230 1836 66,43 554 151,77
3. Giin 7660,79 60596 34,77 7853 226,68 106233 1,63 187,52 17550 70,54 8,73 174,52
2. Hafta 15956,62 493,27 29,60 74,76 234,24 1141,08 1545 416,44 18,46 90,41 3,86 24821
4. Hafta 22286,50 24431 28,18 53,81 203,33 123563 3,97 54571 19,09 109,62 3,76 28571
0. Giin 1042424 803,17 32,08 70,79 326,41 1294,73 1524 167,45 18,04 69,24 4,54 0,00

1. Giin 8624,41 480,84 57,50 84,55 240,69 113288 0,00 110,76 19558 68,57 4,00 136,51
2. Giin 7570,59 528,42 29,86 8861 25190 102756 0,00 351,43 1828 69,72 13556 285,74
3. Giin 7561,36 556,14 43,74 52,48 210,34 103394 548 358,16 18,03 70,46 9,69 228,92
2. Hafta 10713,18 763,56 28,55 87,23 200,12 1028,74 12,79 329,69 18,43 6859 558 38224
4. Hafta 15730,62 208,66 28,65 5152 86,40 1184,37 21,551 75321 17,12 88,73 1,71 444,66
0. Giin 10424,24 803,17 32,08 70,79 326,41 1294,73 1524 167,45 18,04 69,24 4,54 0,00

1. Giin 8461,12 571,84 58,71 87,76 250,62 1163,75 0,00 66,28 1752 7241 321 53,90
2. Giin 8278,29 571,48 29,58 7933 24169 102866 6,68 106,15 17,41 7245 3,79 73,59
3. Giin 8264,79 550,02 65,90 77,32 239,65 115797 6,00 19943 17,64 7566 6,92 46,57
2. Hafta 15512,23 467,44 33,35 7539 188,26 1194,14 7,68 459,09 17,20 122,57 2,61 269,47
4. Hafta 35768,88 156.67 29,35 59,55 23339 25241 693 380,80 1741 10325 506 418,33
0. Giin 1042424 803,17 32,08 70,79 326,41 1294,73 1524 167,45 18,04 69,24 454 0,00

1. Giin 7958,70 411,34 32,68 82,71 236,65 118587 0,00 12478 1752 68,66 2,73 127,72
2. Giin 7746,62 50592 30,66 8540 220,43 107468 0,00 19740 17,53 73,80 12,25 182,90
3. Giin 751334 533,10 32,32 77,23 248,60 102968 0,00 21580 1751 69,46 8,25 158,19
2. Hafta 15378,86 418,76 31,63 62,89 21435 1150,32 0,00 45545 17,09 107,70 191 273,07
4. Hafta 20441,37 376,53 29,56 68,68 164,29 124504 3,83 550,56 1849 108,45 2,00 240,25

M.O : Mikroorganizma



Yapilan varyans analizi sonucu probiyortik mikroorganzimalarin ilave edildigi greyfurt
suyu Orneklerinde belirlenen kuinik asit, fumarik asit, kerasiyanin Klorit, siyanidin-3-O-
glikozit, klorojenik asit, hesperidin, sinapik asit, ferulik asit, rosmarinik asit, vanilin ve
resveratrol bilesiklerinin sicaklik, mikroorganizma susu ve siire parametrelerinden ¢ok énemli
diizeyde (p<0.01) etkilendigi tespit edilmistir. Bunlar arasinda sadece fumarik asit sicaklik
parametresinden anlamli (p<0.05) diizeyde etkilenmistir. Ayn1 zamanda bu parametrelerin ikili
interaksiyonlar1 incelendiginde, sicaklik x mikoorganizma sus, sicaklik x siire, mikoorganizma
susu x siire interaksiyonlarmin da belirlenen biitiin fenolik bilesikler iizerine ¢ok anlamli
(p<0.01) bir etki gosterdigi bulunmustur. Yalnizca sicaklik x siire interaksiyonunun fumarik

asit lizerine anlamli bir etki (p<0.05) gosterdigi belirlenmistir (Tablo 31).
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Tablo 31. Probiyotik Bakteri Eklenmis Greyfurt Sularinda Depolama Siiresince LC-MS/MS ile Belirlenen Fenolik Bilesen Profili Varyans Analizi

Varyans Sicaklik (A) Mikoorganizma Kombinasyon
Kaynaklari (B)

SD 1 6

Ozellilker KO F KO F

Kuinik Asit  624532629,934  44578,832**  74026868,626  5284,001**

Fumarik 76795,797 5,410* 76544,170 5,392**
Asit

Kerasiyanin 1116,056 8139,144** 113,825 830,104**
Klorit

Siyanidin-3- 253,112 289,112** 38,167 43,596**
O-glikozit

Klorogenik 45440,719 2156,944** 2360,650 112,053**
Asit

Hesperidin 499486,119 1049,849** 14362,169 30,187**
Sinapik Asit 272,019 1965,031** 88,741 641,054**

Ferulik Asit 815854,312 700116,650** 11651,613 9998,707**

Rosmarinik 601027,173 4904590,283**  598880,765  4887074,849**
Asit

Vanillin 497,375 279,756** 195,449 109,933**
Resveratrol ,813 18,528** 21,375 487,154**

SD: Serbestlik derecesi

AxB: Sicaklik ve mikoorganizma kombinasyon interaksiyonu
AxC: Sicaklik ve siire interaksiyonu

BxC: Mikoorganizma sus ve siire interaksiyonu

Siire (C)

KO
334759348,932

992345,564

1721,360

985,079

30601,478

111147,463
1289,458
618901,750

600376,056

4952,518

22,142

F
23894,958**

69,903**

12553,486**

1125,186**

1452,567**

233,616**
9314,874**
531103,916**

4899276,944**

2785,614**

504,620**

AXB

KO F

60351657,456  4307,872**

67935,079 4,786**
670,764 4891,731**
18,068 20,637**
2518,136 119,529**

32186,132 67,651**
46,242 334,045**

53071,776 45542 977**

598937,139  4887534,878**

238,599 134,203**

4,487 102,261**

AXC BXC

5 30
KO F KO F

209981432,579  14988,371**  38535038,231  2750,612**

44309,074 3,121* 50228,298 3,5638**
68,331 498,320** 300,332 2190,251**
261,836 299,077** 95,041 108,559**
3399,428 161,361** 2054,312 97,512**

80209,696 168,589** 35864,270 75,382**
115,195 832,153** 43,235 312,321**

60368,716 51804,768** 7094,856 6088,375**

599052,696  4888477,863**  599161,759  4889367,856**

137,528 77,355** 203,384 114,396**

30,146 687,037** 11,414 260,126**

84
Hata
14009,623

14195,958

,137

,875

21,067

475,769
,138
1,165

,123

1,778

044
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Tablo 32. Probiyotik Bakteri Eklenmis Greyfurt Sularinda Depolama Siiresince LC-MS/MS ile Belirlenen Fenolik Bilesik Profili ANOVA ve Duncan

Coklu Karsilastirma Testi

=
= N
S 2 < < ? i 5 2 2 < < [
= > X £ Q = = X ~ E = ©
5 z g S @ S -3 = 3 5 8 S
S = £ Z £ S 8 g S £ s Z
' o z S 2 S I @ & g 4
) I x @
2 =
wn
25°C 8446,59+5537,94°  483,03+238,94°  40,47+16,01° 77,92+6,79°  278,34+38,30° 1246,38+87,15%  5.47+8,11°  158,10£131,50° 18,09+0,77" 77,91+13,16°  5,17+2,46°
37°C 12302,74+6157,44°  525,79+250,81°  35,31+11,23° 7546+10,01° 245.45+4830° 1137,33+169,01° 8,02+7,92° 297,48+186,07* 137,71+769,54°  81,35+16,78°  5,31+2,82?
ACC 4 9774 54+7194,020  573,13£266,89°  33,89£11,06' 78,154820° 25227+41,91¢ 1211,20£102,25® 7,307,485  202,404169,449 436,13£1416,66° 76,67415,88°  6,45+2,46°
ACC 28 13547,34£9072,17%  547,90+191,00® 36,77+13,53° 78,32+6,02%  278,84+44,53* 1199,91+101,61% 7,80+£9,70°  249,68+168,23" 18,78+1,98° 78,76+£1329¢  4,12+1,80°
250 9812,47+3196,54%  560,58+226,29°  37,72+15,19% 76,93+7,82°  263,36+35,70° 1191,61+108,13 9,90+10,89% 264,544+217,08% 18,25+1,46° 84,42+15,70°  4,22+2,06°
1KO ' 996403+4597,19°  430,924289,10° 39,95+16,84° 7597+8,63° 265,02439,79° 1222,80+9427%  524+643"  222,88+167,130 18,26+0,50¢ 80,05+14,01°  5,32+1,75¢
2.KO  8211,8443534,717  483,394263,87 37,84+11,179 74,85£12,58¢ 252,63+64,63¢ 1184,74+119,95¢ 6,98+7,409  227,69+201,60° 17,92+0,70¢ 76,29+13,83°  6,37+3,23
3KO  11830,877701,98°  447,534247,40°  38,62+13,95° 75814820° 267,95:44,69" 1145,83+289.30° 6,104727°  210,92+143.29" 17,76+0,68° 81,87+£17,83°  4,73+2,13¢
4KO 9481 56:4255,82°  487,424207,52% 40,43+16,11* 76,80+8,01°  253,18+47,97% 1186,89494,96%  3,90+5.89° 216,41+162,88° 18,18:0,88° 79,35+15,21%9  5.45+3,68°
0.Giin 10454 2449 3¢ 803,17+209,15%  32,08+047¢  70,79+1,61°  326,41+8,07*  1294,73+37,17°  15,24+0,63* 167,45+1,88¢ 18,04+0,40° 69,24+2.27%  4,54+0,33¢
L. Giin  gg1570+401,53¢ 54937+104,06  44,17+1543" 85,07+4,53%  259,11+16,16° 1231,68+58,57°  0,68+1,86"  62,21+56,02 18,35+1,69° 72,2343,51°  5,57+43,06°
2.Giin 859 831463, 16° 487,40+196,20°  33,18+10,899 82,44+4,03%  251,72+32,46° 1160,83+126,50° 0,94+2,23¢  146,56+113,04° 18,33+1,41° 72,2145,16°  6,06+3,67°
3.Gin 7181 66:1866,137  549,81496,55"  51,00£18,45% 75,048,420  257,84437,22° 1189,66+123,83¢ 1,75+4,170  182,36£140,17° 17,910,58° 72,0345,13°  6,18+2,612
2.Hafta 10953 16+5712,020  403,04£259,12°  34,1148,63°  76,004825° 242,91+38.49° 1156,06282,599  721+7,76°  338,34+103,93° 376,80+1315,86° 90,10416,64° 5,162,429
4. Hafta 16813,40+11639,66* 233,67+135,73¢  32,80+11,25" 70,81£9,92¢  23337+58,74° 1118,174257,11° 14,65+8,94° 469,82+169,76* 17,95+0,83° 101,97+12,33%  3,90+1,85°

1. KO: birinci kombinasyon 2. KO: ikinci kombinasyon 3. KO: ii¢iincii kombinasyon 4. KO: dérdiincii kombinasyon
*Her siitun i¢in istatistiki analiz kendi igerisinde yapilmis ve ayni1 harfle gosterilen ortalamalar 6nem seviyesi ayni olarak kabul edilmigtir



Probiyotik bakterilerin tekli ve ¢oklu kombinasyonlarinin eklendigi greyfurt sularinda
kuinik asit en yiiksek miktarda belirlenmistir. Greyfurt suyu drneklerinde en diisiik kuinik asit
miktar1 1465,53 ppb olup, 25 °C’de bu deger 2. KO’da tespit edilmistir. Greyfurt suyu
orneklerindeki en yiiksek kuinik asit miktar: ise L.plantarum ACC 28’ de bulunmus olup, 25
°C’de bu deger 39810,62 ppb olarak belirlenmistir (Tablo 30). Yapilan varyans analizi sonucu;
mikroorganizma susu, sicaklik ve siire parametrelerinin kuinik asit tizerine p<0.01 diizeyinde
¢ok 6nemli etki (p<0.01) gosterdigi, ayn1 zamanda bu parametreler arasindaki interaksiyonlarin

da ¢ok anlaml1 (p<0.01) oldugu tespit edilmistir (Tablo 31).

Depolama siiresince, greyfurt suyunda mikroorganizma sus x sicaklik interaksiyonunun
bulunan kuinik asit miktarlar tizerine degisimi Sekil 69 (A)’da verilmistir. Greyfurt suyu
orneklerinin kuinik asit miktarinda 37 °C’de 3. giine kadar ¢ok az bir azalma meydana gelirken
3. giinden 4. haftaya kadar bir artig meydana gelmistir. Ayni sekilde 25 °C’de 2. haftaya kadar
bir diisiis belirlenmis, 2. haftadan 4. haftaya kadar bir artis tespit edilmistir (Sekil 69 (B)). Sekil
69 (C)’de 3. KO’nun ilave edildigi greyfurt suyunda 3. giiniin sonunda Kuinik asit miktarinin
en diisiik degere ulastig1 gortilmektedir. L. plantarum ACC28’in ilave edildigi greyfurt suyunda
ise 3. giinden itibaren Kuinik asit miktarinda artis belirlenmis 4. haftanin sonunda en yiiksek

miktarina ulagsmistir.
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Sekil 69. Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt
sularmin farkli sicaklik derecelerinde depolama siiresince kuinik asit miktarindaki sicaklik X
mikoorganizma susu (A), sicaklik X siire (B) ve mikoorganizma susu X siire (C) interaksiyonlari
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Yapilan literatiir taramasi1 sonucu probiyotik bakteri ilave edilmis greyfurt sularinda
fenolik bilesen profili belirleme ve bununla birlikte greyfurt suyunda kuinik asit ile ilgili bir

arastirmaya rastlanmamistir.

dos Santos Filho et al. (2019), ¢alismalarinda probiyotik kakao suyunun tiretiminde
fenolik bilesen profili belirlemis ve kakao suyunun fermantasyonu siiresince Kkuinik asit
miktarmin 1,64+0,03'ten 1,43+0,01 g/L'ye distiigiini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda kuinik
asitin, Lactobacillus suslari tarafindan kullanilabilen bir fenolik bilesik oldugunu
belirtmislerdir. Fritsch et al. (2016), ayrica laktik asit bakterileri ile fermente edilmis aygigegi
substratlarinda Kkuinik asitte bir azalma oldugunu bildirmislerdir. Pereira et al. (2017),
probiyotik cupuassu (Theobroma grandiflorum) i¢eceginin 18 saatlik fermantasyonu sonunda
kuinik asitte %58,73'liik bir azalma oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda kuinik asitte
Lactobacillus suslart tarafindan kullanilabildiginden kaynakli bir azalma oldugu

diistiniilmektedir.

Probiyotik greyfurt suyu 6rneklerinde fumarik asit miktarinda en fazla azalma 25 °C’lik
sicaklikta ve 4 haftalik depolamanin sonunda L. plantarum ACC54 igeren 6rnekte (803.17
ppb’den 107,76 ppb’ye) belirlenmistir. En az degisim ise sicakligin 37 °C oldugu 4. KO’nun
ilave edildigi greyfurt sularinin 4 haftalik depolanmasi sonucu (803.17 ppb’den 376.53 ppb’ye)
bulunmustur (Tablo 30). Yapilan istatistiki analiz sonucu fumarik asit tizerine sicaklik
parametresinin etkisi onemli (p<0.05) olarak bulunmustur. Siire ve mikoorganizma sus
parametreleri ise p<0.01 diizeyinde ¢ok onemli olarak belirlenmistir. Interaksiyonlara
bakildiginda sicaklik x siire interaksiyonunun fumarik asit iizerinde anlamli (p<0.05), diger

interaksiyonlarin ise ¢gok onemli (p<0.01) diizeyde etkili oldugu bulunmustur (Tablo 31).

Sekil 70 (A)’da 37 °C’de depolanan greyfurt suyu orneklerinde en diisiik fumarik asit
miktar1 1. KO’da, 25 °C depolama sicakliginda ise en diisiik fumarik asit miktar1 3.KO’da
bulunmustur. Sekil 70 (B)’de greyfurt sularinin fumarik asit miktarinda depolamanin sonuna

dogru genel bir azalma meydana gelmistir.
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Fumarik Asit (ppb)

1
—e—25°C
—a—37°C

f

ACC ACC 25000 1.KO 2. KO 3KO 4. KO
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Sekil 70. Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt
sularmin farkli sicaklik derecelerindeki depolama siiresince fumarik asit miktarina etki eden
sicaklik X mikoorganizma sus (A) ve mikoorganizma sus X siire (C) interaksiyonlari

Yapilan literatiir aragtirmasi sonucunda probiyotik greyfurt suyunda fumarik asit igerigi
tizerine ¢alisilmig herhangi bir aragtirmaya rastlanmamustir. Li et al. (2021) probiyotik hiinnap
suyunda fenolik bilesik profili belirlemislerdir. Calisma sonunda probiyotik hiinnap suyunda

eser miktarda fumarik asit oldugunu bildirmislerdir.

Probiyotik ilave edilen greyfurt sularindaki kerasiyanin klorit miktarmin 25°C’lik
depolama sicakliginda L. plantarum ACC54’te 37 °C’lik depolama sicakliginda ise L.
plantarum 250 ve 1. KO’da ¢ok az bir degisime ugradig tespit edilmistir (Tablo 30). Yapilan
istatistiki analiz sonucunda sicaklik siire ve mikoorganizma sus parametrelerinin, ayni zamanda
bu parametreler arasindaki tiim interaksiyonlarin greyfurt suyu orneklerindeki kerasiyanin
klorit miktar1 lizerine p<0.01 diizeyinde Snemli bir etkiye sahip oldugu Tablo 31’te
belirtilmistir. Sekil 71 (A)’da mikroorganzima suslarinin ilave edildigi greyfurt suyu
orneklerindeki kerasiyanin klorit miktar1 her iki sicaklik derecesinde farklilik gdstermistir.
Sekil 71 (B)’de greyfurt suyu orneklerindeki kerasiyanin klorit miktart 1. giin ve 3. giin artis

gostermis diger zamanlarda diisiis gézlenmistir.
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Sekil 71. Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt
sularinin farkli sicaklik derecelerindeki depolama siiresince karasiyanin klorit miktarina etki
eden sicaklik X mikoorganizma sus (A), sicaklik X siire (B) ve mikoorganizma sus x siire (C)
interaksiyonlari

Yapilan literatiir arastirmasinda probiyotik greyfurt sularinda kerasiyanin klorit
(Cyanidin-3-O-rutinoside chloride) miktar1 ile ilgili yapilmig herhangi bir arastirmaya
rastlanmamistir. Ayn1 zamanda probiyotik narenciye sulari lizerine yapilan arastirmalarda da

kerasiyanin klorit igerigi ile ilgili bir ¢alismaya da rastlanmamustir.

Kerasiyanin kloritin antikanserojenik (Qin et al. 2010) 6zellik gosteren 6nemli diyet
bilesikleri arasinda oldugu bildirilmistir. Kerasiyanin kloritin bir antosiyanidin aglikonu oldugu
belirtilmistir (Talpur et al. 2017). Antosiyaninlerin de kalp hastaliklarina kars1 koruyucu rol
oynadig1 (Kéhkonen and Heinonen, 2003) belirlenmistir.

Probiyotik greyfurt sularindaki siyanidin-3-O-glikozit miktar1 en diisiik 37 °C’lik
depolama sicakliginda 2.haftanin sonunda 4.KO’da belirlenmis olup, 62.89 ppm olarak tespit
edilmistir. En yiiksek miktar ise 93.43 ppb olup, L. plantarum ACC54’iin 37 °C’lik depolama

sicakliginda 1. giiniin sonunda belirlenmistir (Tablo 30). Yapilan istatistiki analiz sonucunda
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tiim parametre ve bu parametrelerin interaksiyonlariin greyfurt suyu dérneklerindeki siyanidin-

3-O-glikozit miktar1 iizerine p<0.01 diizeyinde ¢ok dnemli etkiye sahip oldugu bulunmustur
(Tablo 31).

Sekil 72 (A)’da L. plantarum ACC28 hari¢ diger mikroorganizma ve
kombinasyonlarmin ilave edildigi greyfurt sularinda her iki depolama sicakliginda farkli
siyanidin-3-O-glikozit miktar1 belirlenmistir. Mikoorganizma ve kombinasyonlariin ilave
edildigi greyfrut sularinin siyanidin-3-O-glikozit miktarinin depolama siiresince degisim
miktarilar1 da farklilik gostermistir (Sekil 72 (C)). Her iki depolama sicakliginda 1. giiniin
sonuna kadar siyanidin-3-o-glikozit miktarinda bir artis belirlenmis, daha sonra depolama
sliresinin sonuna kadar bir azalma belirlenmistir. Fakat 25 °C’lik depolama sicakliginda
siyanidin-3-O-glikozit miktarinda ¢ok fazla olmamakla birlikte 2. haftadan sonra bir artis
belirtilmistir (Sekil 72 (B)).
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Sekil 72. Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt
sularinin farkli sicaklik degerlerinde depolama siiresince siyanidin-3-O-glikozit miktarina etki
eden sicaklik X mikoorganizma sus (A), sicaklik X siire (B) ve mikoorganizma sus x siire (C)
interaksiyonlari
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Yapilan literatiir taramasinda probiyotik greyfurt sularinda siyanidin-3-O-glikozit
miktart ile ilgili yapilmis herhangi bir aragtirmaya rastlanmamistir. Bunun yani sira Wang et al.
(2022), calismalarinda dut suyunun laktik asit fermantasyonunun meyve suyunun bazi
Ozelliklerine etkisini arastirmiglardir. Arastirmada siyanidin-3-O-glukozit miktarinin laktik asit
bakteri fermantasyonu ile onemli 6l¢iide azaldigini belirtmislerdir. Bununla birlikte yaban
mersini ve bdgirtlen sularinin Lactobacillus plantarum, Streptococcus thermophilus ve
Bifidobacterium bifidum kullanilarak fermantasyonu ile meyve sularinin fenolik bilesik
metabolizmasi tizerine Wu et al. (2021) yaptiklari ¢alismada, fermantasyon sonunda siyanidin-

3-O-rutinosit miktarinin azaldigin bildirmislerdir.

Probiyotik greyfurt sularindaki Klorojenik asit miktar1 en diisik 86.40 ppb olarak
belirlenmis olup, bu deger 37 °C’deki 3. KO’nun ilave edildigi greyfurt suyunun 4 hafta
depolamasi sonucu tespit edilmistir. En yiiksek miktar ise 326.41 ppb olarak baslangistaki
greyfurt sularinda oldugu bulunmustur (Tablo 30). Yapilan varyans analizi sonucunda tiim
parametre ve parametreler arsindaki interaksiyonlarin probiyotik greyfurt suyu 6rneklerindeki
klorojenik asit miktar1 lizerine ¢ok onemli (p<0.01) etkiye sahip oldugu bulunmustur (Tablo

31).

37 °C’ depolama sicakligindaki greyfurt suyu 6rneklerinde belirlenen klorojenik asit
miktar1 25 °C depolama sicakligindaki 6rneklere gore daha diisiik belirlenmistir (Sekil 73(A)).
Sekil 73(B)’de her iki depolama sicaklig1 derecesinde greyfurt suyu 6rneklerindeki klorojenik
asit miktarinin genel olarak diistiigi bulunmustur. Sekil 73 (C)’de L. plantarum ACC54 ve L.
plantarum ACC28 iceren 6rnekler hari¢ diger drneklerin 4 haftalik depolama sonuna kadar bir

diisiis gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 73. Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt
sulariin farkli sicaklik degerlerinde depolama siiresince klorojenik asit miktarina etki eden
sicaklik X mikoorganizma sus (A), sicaklik x siire (B) ve mikoorganizma sus x siire (C)
interaksiyonlari

Wu et al. (2020), laktik asit fermentasyonuna dayali biyotransformasyonun elma
suyunun fenolik profilleri, antioksidan kapasitesi ve aroma maddeleri iizerine etkilerini
aragtirdiklar1 ¢aligmada, elma suyundaki klorojenik asit miktarinin fermantasyonla birlikte
azaldigini belirtmislerdir. Wang et al. (2022), iki ¢esit probiyotik kivi suyunun fermantasyonu
ile biyoaktif fenolik bilesiklerini aragtirdiklar1 ¢galismada, 6rneklerin klorojenik asit miktarinin
birinci ornege ilave edilen mikroorganzimalarda 5.99-13.41, 5.99-8.52, 5.99-10.18 mg/L
arasinda degistigi, ikinci Ornekte ise 2.62-4.55, 2.62-4.96, 2.62-1.67 mg/L arasinda degisiklik
gosterdigini  bildirmislerdir. Calismamizda depolama siiresi sonundan klorojenik asit

miktarinda azalma belirlenmis olup, literatiir ile paralellik géstermektedir.

Greyfurt sularinda en yiiksek miktarlarda belirlenen fenolik bilesiklerden, hesperidinin
ornekler arasinda en diigiikk miktar1 37 °C’de 4 hafta depolama sonucunda belirlenmis olup bu
miktar 252.41 ppb olarak 3. KO’nun ilave edildigi greyfurt suyunda bulunmustur. En yiiksek
miktar ise 1367,81 ppb olarak 25 °C’de 2. KO’nun ilave edildigi greyfurt suyunun 2 giin
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depolanmasi sonucu tespit edilmistir (Tablo 30). Varyans analizi sonucu her ii¢ parametre ve
bunlar arasindaki interaksiyonlarin greyfurt suyu orneklerindeki hesperidin miktar1 iizerine

p<0.01 diizeyinde ¢ok anlamli bir etki gosterdigi bulunmustur (Tablo 31).

Sekil 74 (A)’da 37 °C’de depolanan orneklerin hesperidin miktarinin 25 °C’de
depolanan Orneklere gore daha diisiik miktarda belirlenmistir. Sekil 74 (B)’de 2 haftalik
depolama sonunda 37 °C depolama sicakligindaki 6rneklerin hesperidin miktari ile 25 °C
depolama sicakligindaki greyfurt suyu drneklerinin hesperidin miktarina yaklagmis, 4. haftaya
dogru 37 °C’deki orneklerdeki hesperidin miktar1 daha da diismiistiir. Sekil 74 (C)’de 4 haftalik

depolama sonucunda en diisiik hesperidin miktar1 3. KO’da belirlenmistir.
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Sekil 74. Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt
sularinin farkli sicaklik degerlerinde depolama siiresince hesperidin miktarindaki sicaklik X
mikoorganizma sus (A), sicaklik X siire (B) ve mikoorganizma sus x siire (C) interaksiyonlari

Hu et al. (2022), c¢alismalarinda narenciye suyu fermantasyonunu arastirmis Ve
narenciye sularindaki hesperidini 0.54-4.96 mg/g arasinda farkli miktarlarda belirlemislerdir.
Tang et al. (2022), karisik kiiltiir probiyotik ilave edilmis turunggil sularindaki hesperdin 0. saat
ile karsilagtirildiginda, 24 saatte 6rneklerin hesperidin miktarlarinin énemli dl¢lide azaldigini

bildirmigledir. Calismamizda hesperidin miktarinin baglangi¢ miktarina gore bir azalma

gosterdigi belirlenmistir.
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Baz1 galismalar hesperidini hipotansif (Homayouni et al. 2018; Wunpathe et al. 2018)
hipolipemi (Shen et al. 2015), antiinflamatuar (Homayouni et al. 2018) ve antioksidan
(Maneesai et al. 2018) etkileriyle iliskilendirmistir.

Sekil 75 (A)’da probiyotik greyfurt sular1 ornekleri arasinda en yiiksek sinapik asit
miktar1 37 °C sicaklikta depolanan L. plantarum 250 susunun inokiile edildigi greyfurt suyu
orneginde tespit edilmistir. Bununla birlikte 4. KO hari¢ diger tiim 6rneklerde 37 °C sicaklikta
depolama da daha yiiksek sinapik asit miktari belirlenmistir. Sekil 75 (B)’de greyfurt suyu
orneklerinin sinapik asit miktari mikroorganizmalarin 0-1 giinliik fermantasyon siiresinde diisiis
gostermis daha sonra 25 °C’de depolanan 6rneklerde 3. giinden, 37 °C’lik sicakliktaki greyfurt
suyu orneklerinde ise 2. giinden sonra bir artig belirlenmistir. Sekil 75 (C)’de greyfurt suyu

ornekleri sicaklik x siire interaksiyonundaki degisime benzer bir degisim gdstermistir.
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Sekil 75. Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt
sularinin farkli sicaklik derecelerindeki depolama siiresince sinapik asit miktarina etki eden
sicaklik X mikoorganizma sus (A), sicaklik x siire (B) ve mikoorganizma sus x siire (C)
interaksiyonlari

Sekil 76 (A)’da probiyotik greyfurt suyu Orneklerinin ferulik asit miktarlar1 37 °C
depolama sicakliginda daha yiiksek belirlenmistir. Sekil 76 (B)’de her iki depolama

sicakliginda greyfurt sularinin ferulik asit miktarinda 0-1 giin aralifinda azalmis, daha sonra
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depolama siiresinin sonuna kadar bir artis gostermistir. Sekil 76 (C)’de tiim greyfurt suyu
orneklerinde ferulik asit miktart her iki depolama sicakliginda da 0-1 giin araliginda bir azalma

gosterirken 1. giinden sonra 6rneklerin ferulik asit miktarinda artis meydana gelmistir.
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Sekil 76. Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt
sularinin farkli sicaklik degerlerinde depolama siiresince ferulik asit miktarina etki eden
sicaklik x mikoorganizma sus (A), sicaklik X siire (B) ve mikoorganizma sus x siire (C)
interaksiyonlari

Szutowska et al. (2021), kivircik lahana suyunun kontrollii fermantasyonu iizerine
yaptiklar1 ¢alismada ferulik ve sinapik asit miktarlarinin diistiigiinii bildirmislerdir. Calismada
ayni zamanda fenolik bilesiklerin biyoddniisiimiiniin kullanilan susa bagli olarak degisiklik
gosterebildigi bildirilmistir. Rodrigue et al. (2021), meyve bazli fonksiyonel ig¢eceklerin
gelistirilmesinde laktik asit fermantasyonu iizerine yaptiklari calismada ellagin tanenlerinin
hidrolizi, antioksidan 6zelliklere sahip gallik, ferulik, kinik, kafeik ve ellagik asitler gibi daha
basit fenolik formlara yol agabildigini belirtmislerdir. Bu durumda yaptigimiz ¢alismada da

ferulik asitin bagka bilesiklerin hidrolizasyonu ile olusabildigi diistintilmektedir. Ayn1 zamanda
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Rodrigue et al. (2021), antosiyanin ve flavonol profillerinin probiyotik meyve suyundaki susa
gore degisiklik gdsterdigini belirtmislerdir.

Ferulik asitin, reaktif molekiillerin (hidroksil, stiperoksit serbest radikaller, nitrik oksit
ve peroksitler gibi) temizlenmesinde ve lipid peroksidasyonunun énlenmesinde énemli bir rol

oynadig belirtilmistir (Dulong et al. 2018).

Sekil 77 (A)’da L. plantarum ACC54 iceren greyfurt suyunun rosmarinik asit miktari
37 °C depolama sicakliginda muhafaza edilen ornekte daha yiiksek bulunmus olup, her iki
sicaklik derecesinde diger tlim probiyotik greyfurt suyu 6rneklerinin rosmarinik asit miktari
birbirine yakin olarak belirlenmistir. Sekil 77 (B)’de 37 °C’deki greyfurt suyu Ornekleri
depolamanin 2. haftasinda bir artig gostermis, 4. haftasina dogru tekrar azalmistir. Sekil 77
(C)’de 2.KO igeren greyfurt suyu drneklerinin 2 haftalik depolama sonucunda digerlerine gore

daha yiiksek rosmarinik asit miktar1 belirlenmistir.
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Sekil 77. Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin kombinasyonlariin ilave edildigi greyfurt
sularinin farkl sicaklik derecelerindeki depolama siiresince rosmarinik asit miktarina etki eden
sicaklik X mikoorganizma sus (A), sicaklik x siire (B) ve mikoorganizma sus x siire (C)
interaksiyonlar1
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Probiyotik greyfurt sularinda en diisiik vanilin miktar1 25 °C’lik depolama sicakliginda
L.plantarum 250 susunun ilave edildigi 6rnegin 2 giin depolanmasi sonucu 63.71 ppb olarak
belirlenmistir. En yiiksek vanilin miktar1 ise, 122.57 ppb olarak 37 °C’lik depolama
sicakligindaki 3.KO’nun eklendigi 6rnegin 2 hafta depolanmasi sonucu tespit edilmistir (Tablo
30). Vanilin miktarindaki degisimler iizerinde tiim parametre ve interaksiyonlarin ¢ok anlamli

(p<0.01) bir etkiye sahip oldugu yapilan istatistiki analiz sonucu bulunmustur (Tablo 31).

Sekil 78 (B)’de her iki depolama sicakligi derecesinde vanilin miktarinin siireye gore
artis gosterdigi bulunmustur. Sekil 78 (C) de 3. KO hari¢ olmak iizere diger tim 6rneklerin
vanilin miktariin 3 giinliik fermantasyon siiresinden sonra bir artis gosterdigi 3. KO’nun ilave
edildigi 6rneklerde 2 haftalik depolamadan sonra vanilin miktarinda bir azalma oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 78. Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt
sularinin farkl sicaklik derecelerindeki depolama siiresince vanilin miktarina etki eden sicaklik
X mikoorganizma sus (A), sicaklik X siire (B) ve mikoorganizma sus x siire (C) interaksiyonlari

Enzimin dogrudan ilave edildigi greyfurt suyu orneklerinde oldugu gibi, probiyotik
mikroorganizma ve kombinasyonlarinin ilave edildigi 6rneklerde de resveratrol miktarlar1 ¢ok
disiik tespit edilmistir. En yiiksek resveratrol miktar1 37 °C depolamada 13.56 ppb olarak

2.KO’nun 2.giiniiniin sonunda belirlenmistir (Tablo 30).
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Sekil 79. Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt
sularmin farkl sicaklik derecelerindeki depolama siiresince resveratrol miktarina etki eden
sicaklik X mikoorganizma sus (A), sicaklik x siire (B) ve mikoorganizma sus x siire (C)
interaksiyonlari
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Sekil 80. L.plantarum ACC 28 ilave edilmig 37 °C’de 72 saat inkiibe edilmis probiyotik greyfurt
suyu 6rneginin fenolik profili kromatogrami (1: kuinik asit, 2: fumarik asit, 3: siyanidin-3-O-
glikozit, 4: klorojenik asit, 5: kerasiyanin klorit, 6: hesperidin, 7: rosmarinik asit, 8: ferulik asit,
9: sinapik asit, 10: vanilin, 11: resveratrol)
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Yapilan literatiir taramasi sonucu probiyotik greyfurt suyu veya probiyotik narenciye
suyunda rosmarinik asit, vanilin ve resveratrol miktart ile ilgili yapilan herhangi bir ¢aligmaya

rastlanmamustir.

Genel olarak probiyotik turunggil sularinda fenolik bilesik profili ile ilgili sinirli ¢alisma
yapilmistir. Tang et al. (2022), calismalarinda karisik laktik asit anaerobik fermantasyona
dayali biyotransformasyonun turunggil sularindaki fenolik profilleri ve antioksidan aktivitesi
tizerine etkisini aragtirmiglardir. Aragtirma sonucunda probiyotik turunggil sularinda, naringin,
hesperidin, naringenin, hesperetin, neohesperidin, eriocitri, diosmin, sinensetin, narirutin,
dihidrokafeik asit, hippurik asit, 4-hidroksifenilasetik asit, floretik asit, 3-(3-hidroksifenil)
propanoik asit, izoferulik asit, 3-fenilpropionik asit, 4 hidroksibenzoik asit, ferulik asit, vanillik
asit, p-kumarik asit, gallik asit fenolik bilesiklerini belirlemislerdir. Hu et al. (2022), probiyotik
narenciye posalar1 {izerine yaptiklari ¢alismada, naringin, naringenin, hesperidin ve nobiletin
bilesiklerin miktarlarin1 belirlemislerdir. Bunlarin yanisira greyfurt sularinda yapilan fenolik
bilesik profili izerine de sinirli sayida galisma mevcuttur (Kelebek, 2008; Kelebek, 2010; Sicari
et al. 2018).

Tiirkiye’de yetisen greyfurtlarin fenolik bilesik kompozisyonunu belirlemek amaciyla
Kelebek (2010) yaptig1 arastirmada, greyfurt sularinda; gallik asit, protokatekuik asit, vanillik
asit, kaffeik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit, narirutin, naringin,
hesperidin, neohesperidin, didimin, poncirin bilesiklerini belirlemistir. Farkli ¢esitlerdeki en
yiiksek miktardaki fenolik bilesigi naringin, naringinden sonra en yiiksek narirutin olarak
belirlemistir. Naringin miktarinin 270-464 mg/L arasinda, narirutin miktarinin ise 63-120 mg/L

arasinda degisiklik gosterdigini bildirmistir.

Calismamizin probiyotik greyfurt suyunda depolama siiresince belirlenen fenolik
bilesik profilinin ilk kez yapildigi ve bunun literatiire Oonemli bir katki saglayacag:

diistiniilmektedir.

Probiyotik mikroorganizma ve kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt sularinda
HPLC ile belirlenen naringin miktari

Yapilan bu arastirmada greyfurt sularinda en 6nemli acilik bileseni olan naringinin,
intraseliiler olarak azaltilmasi i¢in probiyotik bakteri ilave edilmesi hedeflenmistir. Ayni
zamanda mikroorganizmalar ikili ve {g¢lii kombinasyon yapilarak etkinliin artip
artmayacaginin belirlenmesi amaglanmigstir. Greyfurt sularinin baglangi¢ naringin miktarlar
279,22 ppm olarak belirlenmisltir. Depolama sicakliginin 25 °C oldugu sartlarda en fazla
azalma 1.KO’da (L.plantarum ACC 28 + L.plantarum 250) belirlenmis olup, 72 saatin (3 giin)

sonunda miktar 122,39 ppm’e diismiistiir. Bu durumda 25 °C depolama sicakliginda en iyi
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naringinaz aktivitesi 3. giiniin sonunda naringinde %56,17°lik bir azalma ile belirlenmistir. 37
°C’lik depolama sicakliginda ise en ¢ok azalma L.plantarum ACC28 ilave edilmis greyfurt
suyunda meydana gelmis olup, miktar, 3.gilinlin sonunda 107,48 olarak tespit edilmistir. Bu
durum 37 °C’lik depolama mikroorganizmalarin inkiibasyon siiresi olan 3 giiniin sonunda

naringin miktarinda %61,5°lik bir azalma gergeklestirebildigini gostermistir (Tablo 33).
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Tablo 33. Probiyotik Bakteri Eklenmis Greyfurt Sularinda Depolama Siiresi Boyunca HPLC ile Belirlenen Naringin Konsantrasyonlari

25°C
L.plantarum ACC 54 L.plantarum ACC 28 L.plantarum 250 L.plantarum ACC 54 + L.plantarum ACC 54 + L.plantarum ACC 28 + L.plantarum ACC 54 +
L.plantarum ACC 28 L.plantarum 250 L.plantarum 250 L.plantarum ACC 28 +

L.plantarum 250

Depolama Naringin Depolama Naringin Depolama Naringin Depolama Naringin Depolama Naringin  Depolama Naringin Depolama Naringin

siiresi miktar1  siiresi miktar1  siiresi miktari siiresi miktar1  siiresi miktari siiresi miktari siiresi miktari
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
0. Saat 279,22 0. Saat 279,22 0. Saat 279,22 0. Saat 279,22 0. Saat 279,22 0. Saat 279,22 0. Saat 279,22
12. Saat 243,59 12. Saat 255,77 12. Saat 259,95 12, Saat 225,78 12. Saat 240,24 12. Saat 230,55 12. Saat 227,18
24. Saat 170,24 24, Saat 167,57 24, Saat 174,68 24, Saat 171,80 24, Saat 175,09 24, Saat 164,56 24, Saat 168,42
48. Saat 158,77 48. Saat 165,93 48. Saat 165,22 48. Saat 163,35 48. Saat 153,27 48. Saat 164,73 48. Saat 158,04
72. Saat 151,58 72. Saat 161,56 72. Saat 157,26 72. Saat 154,20 72. Saat 148,40 72. Saat 122,39 72. Saat 162,20
2. Hafta 172,86 2. Hafta 165,90 2. Hafta 163,69 2. Hafta 179,41 2. Hafta 163,29 2. Hafta 166,14 2. Hafta 179,69
4. Hafta 185,14 4, Hafta 185,49 4. Hafta 183,21 4. Hafta 163,69 4. Hafta 167,40 4. Hafta 17161 4, Hafta 169,97

[EEN
& Tablo 33. (devam)

37°C
L.plantarum ACC 54 L.plantarum ACC 28 L.plantarum 250 L.plantarum ACC 54 + L.plantarum ACC 54 L.plantarum ACC 28 + L.plantarum ACC 54 +
L.plantarum ACC 28 + L.plantarum 250 L.plantarum 250 L.plantarum ACC 28 +

L.plantarum 250
Depolama Naringin Depolama Naringin Depolama Naringin Depolama Naringin Depolama Naringin Depolama Naringin Depolama  Naringin

siiresi miktar1  siiresi miktar1  siiresi miktar1  siiresi miktari siiresi miktar1  siiresi miktar1  siiresi miktari
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
0. Saat 279,22 0. Saat 279,22 0. Saat 279,22 0. Saat 279,22 0. Saat 279,22 0. Saat 279,22 0. Saat 279,22
12. Saat 173,11 12. Saat 182,94 12. Saat 193,42 12, Saat 250,29 12. Saat 228,53 12. Saat 256,68 12. Saat 218,99
24. Saat 167,97 24. Saat 161,11 24. Saat 170,99 24, Saat 161,09 24, Saat 161,14 24, Saat 156,42 24. Saat 150,03
48. Saat 147,52 48. Saat 164,90 48. Saat 170,37 48. Saat 160,11 48. Saat 156,70 48. Saat 149,63 48. Saat 146,47
72. Saat 119,66 72. Saat 107,48 72. Saat 126,93 72. Saat 152,03 72.Saat 148,10 72. Saat 142,97 72. Saat 136,11
2. Hafta 196,14 2. Hafta 188,26 2. Hafta 177,40 2. Hafta 179,52 2. Hafta 171,34 2. Hafta 176,01 2. Hafta 174,62
4. Hafta 187,47 4. Hafta 186,75 4. Hafta 191,02 4. Hafta 191,26 4, Hafta 188,94 4, Hafta 177,64 4, Hafta 192,16

L. plantarum : Lactobacillus plantarum



Yapilan istatistiki analiz sonucunda, sicaklik ve mikoorganizma sus parametrelerinin
naringin miktarindaki degisim {izerine 6nemli bir etkiye sahip olmadig1 belirlenmistir. Fakat
siire parametresinin naringin miktarindaki degisim {izerine p<0.01 diizeyinde ¢ok anlamli bir
etki gosterdigi belirlenmistir. Parametreler arasindaki interaksiyonlara bakildiginda sicaklik x
stire interaksiyonunun naringin miktari tizerine 6nemli (p<0.05) diizeyde etki gosterdigi, fakat
sicaklik x mikroorganizma sus ve mikroorganizma sus x siire interaksiyonlarin naringin {izerine

anlaml1 bir etkiye sahip olmadigi tespit edilmistir (Tablo 34).
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Tablo 34. Probiyotik Bakteri Eklenmis Greyfurt Sularinda Depolama Siiresi Boyunca HPLC ile Belirlenen Naringin Varyans Analizi

Varyans Kombinasyon ..
Kaynaklari Sicaklik (A) (B) Siire (C) AXB AXC BXC
SD 1 6 6 6 6 6 98
Ozellilker KO F KO = KO = KO F KO F KO = Ortalamanin
Standart Hatasi
Naringin 1171,131 2,332 125,503 0,250 63002,376 125,450** 543,102 1,081 1371,566 2,731 200,939 ,400 502,212

SD: Serbestlik derecesi

AxB: Sicaklik ve Kombinasyon interaksiyonu
AXC: Sicaklik ve Siire interaksiyonu

BxC: Kombinasyon ve Siire interaksiyonu

Tablo 35. Probiyotik bakteri eklenmis greyfurt sularinin naringin igerigine ait ANOVA ve Duncan Coklu Karsilagtirma Testi

L. Plantarum L. Plantarum L. Plantarum L.plantarum ACC 54 + L.plantarum ACC 54 +

N . .
Ozellikler 25°C 3r°C ACC 54 ACC 28 250 L plantarum ACC 28 L plantarum 250
Naringin 192,54+48,08 187,65+49,38  188,03+49,77  189,44+50,64  192,33+48,51 193,64+48,49 190,06+47,58

Tablo 35. (devam)

L.plantarum ACC  L.plantarum ACC 54 +
28 + L.plantarum L.plantarum ACC 28 + 0. Giin 12. Saat 24. Saat 48. Saat 72. Saat 2. Hafta 4. Hafta
250 L.plantarum 250
188,41+£52,81 188,74+47,77 279,2240,66% 227,65+27,13° 165,79+7,64% 158,93+7,72° 142,20+17,39" 175,30+£32,96% 181,55+29,41¢

*Her siitun i¢in istatistiki analiz kendi igerisinde yapilmis ve ayni harfle gosterilen ortalamalar nem seviyesi ayni olarak kabul edilmistir.
1.KO: birinci kombinasyon

2.KO: ikinci kombinasyon

3.KO: iigilincii kombinasyon

4.KO: dordiincii kombinasyon



Naringinin azalma miktari, tek mikroorganizma eklenmis greyfurt sularinda ¢ok az
farklilik gostermis olup, 37°C’lik depolama sicakligindaki tek mikroorganizma ilave edilmis
greyfurt sularindaki naringin azalmasi 25 °C’lik depolama sicakligina gore daha fazla meydana
gelmistir. Diger kombinasyonlarin eklendigi greyfurt sularindaki naringin miktarindaki azalma
ise sicakliga bagli olarak benzerlik gostermistir (Sekil 81). Bu durum sicakligin
mikroorganizmalarin naringini hidrolize etme kabiliyetinde anlaml1 bir etkiye sahip olmadigin
aciklamaktadir. Yapilan istatistiki analiz sonucunda da bu interaksiyonun naringin {izerine

onemli bir etki olusturmadigi da (Tablo 34) tespit edilmistir.

=

)

=

g

=

E 130 25°C
=

& 37°C
£

<

=

ACCb54 ACC28 250,00 1.KO 2.KO 3KO 4.KO
Mikroorganizma
\- J

Sekil 81. Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt
sularinin farkli sicaklik derecelerindeki depolama siiresince naringin miktarna etki eden
sicaklik X mikoorganizma sus interaksiyonu

Depolama siiresinde 6zellikle ilk {i¢ giin caligmada kullanilan probiyotik bakteriler i¢in
inkiibasyon siiresi yani mikrobiyal gelisimin en fazla oldugu siire tespit edilmistir (Tablo 25).
Bu durumda mikroorganizmalarin bu siirecte daha aktif olarak substrat kullandigi boylece
naringini daha fazla hidrolize edebildigi soylenebilmektedir. Naringindeki en fazla diisiis tim
mikroorganizmalar ve kombinasyonlari i¢in 72. saatin (3.glin) sonunda tespit edilmistir (Sekil
82). Sicakligin naringin miktarindaki azalmada 6nemli bir etkiye sahip olmadig1 daha 6ncede
belirtilmis olup, (Tablo 34) burada siireye bagli olarak naringin miktarindaki azalma 6nem
derecesini belirlemektedir. Yapilan varyans analizi sonucu sicaklik X siire interaksiyonunun

naringin miktari lizerine 6nemli (p<0.05) diizeyde etki ettigi bulunmustur (Tablo 34).
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Sekil 82. Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt
sularinin farkli sicaklik derecelerindeki depolama siiresince naringin miktara etki eden
sicaklik X stire interaksiyonu

Sekil 83’de L.plantarumun kullanilan tiim suslarmin naringin miktarinda yakin oranda

bir azalma gergeklestirdigi, en ¢ok azalmanin 72. saatin sonunda belirlendigi gosterilmektedir.

4 300 )
280
260
g 240
g 220 =@ ACC 54
~ 200
£ 180 fa' =0 ACC 28
£ 160 —_— 250
'E 140
= 120 1. KO
g0 100
E 80 —0—2. KO
s 60
=40 =03, KO
2 —e—14.KO
0.Gin 12.saat 24.saat 48.saat 72.saat 2. Hafta 4. Hafta
Siire
g 4

Sekil 83. Probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi greyfurt
sularinin farkl sicaklik derecelerindeki depolama siiresince naringenin miktarina etki eden siire
x mikoorganizma sus interaksiyonu
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Sekil 84. L.plantarum 250 ilave edilen greyfurt suyunun 37 °C sicaklikta 72 saat depolama
sonucu naringin (A) ve naringenin (B) kromatogrami
Bu aragtirmada probiyotik mikroorganizma suslar1 ve bunlarin kombinasyonlarinin
ilave edildigi ve depolandigi greyfurt sularindaki naringin ve neringenin miktarini belirlemek

amaciyla HPLC metodu kullanilmistir. Fakat yapilan analiz sonucunda HPLC ile naringenin
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miktar1 tespit edilebilir sinirin altinda kalmistir. Greyfurt suyu 6rnekleri LS-MS/MS ile analiz
edildiginde naringenin miktarinin mikroorganizma suslarinin ilave edildigi greyfurt sularinda
depolama siiresince artis gosterdigi tespit edilmistir. L. plantarum suslarinin intraseliiler enzim
aktivitesi sonucu naringini naringenine doniistiirdiigii (Tran et al. 2020) bilinmektedir. Yapilan
literatiir taramasi sonucunda probiyotik greyfurt sularinda depolama siiresince naringenin

miktarinin belirlenmesi ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Yapilan literatiir taramasi sonucunda probiyotik bakterilerin greyfurt suyundaki
naringinaz aktivitesi {izerine sadece bir ¢alismaya rastlanmistir. Tran et al. (2020) yaptiklar
arastirma da 16 probiyotik bakterinin naringinaz akitivitesini belirlemis bunlardan en iyisini
secerek, bu bakteri ve sectikleri diger bazi bakterilerin ikili kombinasyonlarinin acilik bilesigi
olan naringin lizerine etkisini aragtirmiglardir. Yaptiklar: ¢alisma sonunda Tran et al. (2020),
naringindeki en fazla azalma miktarin1 %28 olarak belirlemis olup, bu verimin acilik gidermede
yeterli olmadigin1 fakat probiyotik meyve suyu iiretiminde bir miktar da olsa acilik
giderilebildigini belirtmislerdir. Yaptigimiz arastirmada Lactobacillus suslarinin naringin
miktarin1 %61.5 azalttig1 belirlenmistir. Boylece greyfurt suyunda probiyotik olarak kullanmig
oldugumuz mikroorganizmalarin greyfurt suyundaki en 6nemli acilik bilesenlerinden naringin
lizerine énemli bir diizeyde etkili oldugu tespit edilmistir. Calismada Atatiirk Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii’nde fermente bir iirlin olan tursudan daha 6nceden izole edilmis olan
Lactobaciller kullanilmistir. Bu sonug, L. plantarum susunun koékeni ile agiklanabilir. Ciiriiyen
bitki materyali ve fermente edilmis sebze substratlari {izerindeki Laktobasillerin sik goriilmesi
gz Oniine alindiginda, genomlarmin ramnosilatlanmis bilesikleri kullanabilen enzimleri
kodlayan bir veya daha fazla gen tasidigi tahmin edilebildigi bildirilmistir (Beekwilder et al.
2009)

Yaptigimiz aragtirmada mikroorganizma suslari ve bunlarm ikili ve gl
kombinasyonlarinin naringini hidroliz etmede birbirinden ¢ok farkl: bir etkiye sahip olmadig:
bulunmustur. Fakat mikroorganizmalarin intraseliiler enzim aktivitelerinin yiiksek oldugu

anlagilmaktadir.

Daha oOnce yapilan bir arastirmada biyoteknolojik potansiyelde naringinaz fireten
Clavispora lusitaniae mayasimin, diisiik alkollii, dogal olarak karbonath, acilig1 giderilmis,
fermente edilmis bir igecek olan mandalina ve limonun islenmesi igin kullanilmistir (Pandove
et al. 2017). Soguk ortamda ti¢ aylik depolama sonucu fermente edilmis mandalina ve limon
karisimli  igecekteki naringin igeriginin 443.20 ppm'den 176.4 ppm'ye diistiiglini
belirtmislerdir. Yaptigimiz arastirmada greyfurt suyunun laktik asit bakterileri tarafindan

intraseliiler olarak iiretilen naringinaz ile direkt A.niger ATCC 1880’den saflastirdigimiz enzim

186



ile karsilastirildiginda direkt enzime yakin bir oranda naringin tiizerine etki gosterdigi
belirlenmistir. Bu durumda hem probiyotik meyve suyu elde etmek hem de acilik bileseni olan
naringini azaltilmak i¢in bu uygulamanin uygun olabilecegi ve yaptigimiz ¢caligmanin bu agidan

literatiire 6nemli bir katk: saglayacagi diistiniilmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada greyfurt suyu iiretiminde 6nemli bir problem olan aciligin giderilmesinde
uygulanmak amaciyla, Aspergillus niger ATCC 1688’den naringinaz enzimi saflagtirilmistir.
Saflastirilan enzim, greyfurt suyuna farkli konsantrasyonlarda (%1.0, 0.5 ve 0.1) ilave edilerek,
farkli sicakliklarda (25, 35, 45 °C), bir ve bes saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stirelerinin sonunda greyfurt sularmin naringin miktari, fizikokimyasal ozelliklerinde ve
antioksidan aktivitelerinde meydana gelen degisimler analiz edilmistir. Ayni1 zamanda bazi
probiyotik Lactobacillus tiirlerinin, tekli, ikili ve ti¢lii kombinasyonlarinin eklendigi greyfurt
suyunda, belirlenen depolama siiresi (4 hafta) igerisinde belli araliklarla greyfurt suyundaki
naringin miktari, bazi fizikokimyasal 6zellikleri ve antioksidan aktivitelerindeki degisimler
arastirtlmistir. Calisma sonucunda naringinaz aktivitesinin, naringin tizerine etkisi, dogrudan
enzim uygulamasiyla ve probiyotik bakterilerin greyfurt suyuna ilave edilmesiyle arastirilmig

ve greyfurt sularindaki degisimler incelenmistir. Arastirma ile su sonuglara varilmastir;

Aspergillus niger ATCC 1688’den ekstraseliiler naringinaz enzimi {iretimi i¢in en uygun
besiyeri ortami1 KH2PO4, MgSO4, KCI, NaNOs, pepton, yeast extract, naringin ve ayni sekilde
KH2PO4 MgSOs4, KCI, NaNOs3, pepton, yeast extract, naringin bilesiklerini igeren 1. ve 5. ortam
oldugu belirlenmistir. Puri et al. (2005) ve Mukund et al. (2013), ¢alismalarinda glikoz ve
sakarozun naringinaz enzim aktivitesini baskiladigini belirtmiglerdir. Bu durumda ortamdaki
yeast extract varliginin enzim tretimini tesvik ettigi, bununla birlikte hazir besiyerinde ise

iceriginde bulunan glikozdan kaynakli olarak enzim iretiminin baskilandigi diistiniilmektedir.

Bu calismada elde edilen naringinazin, pH 5°te ve 50 °C’lik sicaklikta optimum aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Ayrica Mg?" varh@g enzimatik aktivite iizerinde en az etki
olustururken, Cu?" varligmm enzimi 6nemli derecede olumsuz etkiledigi belirlenmistir.

Calismada naringinazin optimum iyonik siddeti 0.5 M olarak bulunmustur.

Saflastirilan enzimin greyfurt suyuna ilavesi ile inkiibasyon sonucunda yapilan HPLC
analizi ile naringin miktarinda 6nemli bir diizeyde azalma (%61.5) tespit edilmistir. Bu

durumda greyfurt suyunda aciligin énemli diizeyde azaldigi belirlenmistir.

Saflastirilan naringinaz enzimi ilave edilmis olan greyfurt sularinda yapilan analizlerde
meyve suyu ozelliklerini tiikketime uygun olmayan ve olumsuz etkileyebilecek seviyede énemli
bir degisim olmadig1 belirlenmistir. Gergeklesen degisim {izerine ise enzimin etkili oldugu

kadar sicakliginda etkili oldugu tahmin edilmektedir.
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Calismamizda daha once probiyotik Ozellikleri kanitlanmis laktik asit bakterileri
kullanilmistir. Probiyotik meyve suyu i¢in kullanilan bakterilerin, besiyerinde ekstraseliiler
enzim aktivitesi gosterip gostermedikleri arastirilmis ve aktivite testi sonucunda L. plantarum
ACC 54 ve L. plantarum ACC 28 bakterileri i¢in en uygun ekstraseliiler aktivite MRS broth,
naringin igeren 5. ortam’da en yiiksek belirlenmis, L. plantarum 250 i¢in ise pepton, K2HPO4,
MgSO4, MnS04, glikoz, sodyum asetat, amonyum sitrat ve naringin bilesiklerinden hazirlanan
3. ortamda tespit edilmistir. Greyfurt suyuna mikroorganizma ve kombinasyonlarinin ilave
edilmesinden sonra yapilan HPLC analizi sonucunda naringin miktarinin énemli bir oranda
azaldig1 bulunmustur. Bu durum mikroorganizmalarin besiyeri ortami olarak greyfurt suyunda

yiiksek bir intraseliiler enzim aktivitesi gosterdigini ortaya koymaktadir.

Probiyotik greyfurt suyunda en yiiksek naringin azalmasi (%61.5) monokiiltiir
ortaminda (L. plantarum ACC28) 37 °C’de 72 saatlik fermantasyon sonucunda belirlenmistir.
L. plantarum ACC 54, L. plantarum ACC 28 ve L. plantarum 250 mikroorganzimalarinin
monokiiltiir besiyeri ortami (greyfurt suyu) ve karigik kiiltiir ortamlarinda gelisimleri arasinda
¢cok onemli bir degisiklik olmamistir. Bu durum mikroorganizmalarin besiyeri ortaminda
gerekli besin ihtiyacini karsilayabilmek i¢in birbirlerinin gelisimlerini baskiladiklar1 seklinde
aciklanabilmektedir. Boylece naringin konsantrasyonu iizerine monokiiltiirlerin tek basina
etkili olabilecegi goriilmistiir. Karisik kiiltiir ortaminda ise naringin konsnatrasyonunda en
fazla azalma 3. KO’da (L.plantarum ACC 28 + L.plantarum 250) olmus ve azalma orani %56,1
olarak belirlenmistir. Karigik kiiltiir kullanimi, hem acilik orani azaltilmis hem de farkl

probiyotik kiiltiir iceren greyfurt suyu tiretimi i¢in tercih edilebilir.

Probiyotik greyfurt suyunun depolama siiresi boyunca meyve suyu oOzelliklerinde
mikrobiyal gelisimden kaynakli olarak 4. haftaya kadar besin miktarinda azalmalar meydana
geldigi tespit edilmistir. Ozellikle 37 °C’lik depolama siiresi icin 2. haftadan sonra mikrobiyal
gelisim de gerceklesmediginden probiyotik 6zelligin kayboldugu belirlenmistir.

Bu ¢alismada 37 °C’lik sicaklik mikrobiyal gelisim igin en uygun ve enzimin optimum
sicakligina yakin bir sicaklik oldugundan ayni zamanda mikroorganizmalarin bu sicaklik
derecesinde ve greyfurt suyu pH degerinde ne kadar siire dayanabilecegi belirlenmeye
calisilmigtir. Yiiksek sicaklik ve uzun siirenin meyve suyunun besin degerini olumsuz yonde
etkiledigi de (Igual et al. 2010) g6z 6niinde bulundurularak probiyotik meyve suyunda naringin
miktarinin en fazla diistiriilebildigi siire olarak tespit edilen 72. saatin sonunda meyve sularinin

diistik sicakliklara getirilerek muhafazasi 6nerilmektedir.

Bu caligma ile, naringinaz enziminin acilik gidermek i¢in kullanilmasi amaciyla

saflagtirilmas1 ve bu enzimin Tirkiye’de tiretimi i¢in bir kaynak olabilecegi, ayn1 zamanda
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belirlenen probiyotik bakterilerin kullanilmasi ile hem probiyotik greyfurt suyu tiretimi hem de
naringin miktarinin azaltilmasindan kaynakli greyfurt suyunun aciliginin giderilmesi

konusunda 6nemli bir kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir.
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