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TURUNGGIL SULARINDA ACILIK ETMENLERI VE
GIDERILMESINDE KULLANILAN YONTEMLER

BITTERNESS in CITRUS JUICES and METHODS USED in DEBITTERING
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OZET: Turunggil sulannda acilik énemli bir sorundur. Naringin ve limonin aciik etmenlerinin en Snembleridir. Aciltk etmentsrinin
giderilmesinde degisik ySntemler kullanilmigtir. Bu derlemede turunggil swarinda gérilen aciligin nedenleri ve gideriimesinde kullanifan
fizikokimyasal ve biyoteknolojik y8ntemler tartigilmegter.

ABSTRACT: Bitterness in citrus juices is an impartant problem. Naringine and limonine are two primary bittering components. Different
methods have been employed for debittering of citrus juice. This review aims at presenting bicchemical basis of bitternsss in citrus juice.
Furthermore, ditferent physicochemical and bictechnological methods used for debittering are discussed.

GiRig

Altintop ve Washington navel portakall meyve sularinda, igleme sirasinda veya ekstraksiyondan bir
Usre sonra olusan ac: fat turinggil sektdrinde 6nemli bir sorundur. Bu acihk meyvenin kendi yapisindan
kaynaklanabilecegi gibi meyvenin iglenmesi sirasinda hatal iglemierden de kaynaklanabilir. Altintopun kendine
dzgi ac tadi elde edilen meyve suyunda da hissedilir. Washington navel portakalindan (retilen meyve
suyunda ise ekstraksiyondan birkag saat sonra belirgin bir acilik olugmaktadir. Diger gegitlerde ise meyvenin
sikkimasinda fazla basing uygulanmasi, kabuk yaginin yeterince uzaklaghnimamasi, elde edilen meyve
suyunun hemen finiserden gegirilerek albedo ve fazla pulpundan anindinlamamast, eterik yaglarn yeterince
uzaktastirnlamamasi gibi durumlarda Griinde aci tat clusumu s6z konusudur (ALTAN, 19833),

Turunggit meyvelerinde ve drinlerinde aciik etmenleri kimyasal agidan flavonoidler ve turunggil
meyvelerindekl triterpenocid metabolizmasimin ara driinlerinden limonoidler olarak iki gruba ayrtimiglardir.
Naringin, nechesperidin, ponsirin flavonoid grubundan, limonin ve nomilin ise limonoid grubundan érneklerdir
(ALTAN, 19832b ; HERMAN ve ark., 1985).

Turunggil sulannin tilketici tarafindan begenisinde, meyve suyunun asit/seker dengesi yaninda acihk da
dnemi rol oynar. Bu nedenle tiketici bedenisini olumsuz yinde etikleyen bu acilik etmenlerinin uzaklaghriimas:
ydniinde aragtirmalar yapilmaktadir. Altintopa kendine dzgti tadi veren naringin {4-5,7 trihidroksi flavonon-7-ramno-
glikozid) ve portakal sularinda ekstraksiyondan bir siire sonra acilagmaya neden olan limonin esas acihk etmenleri
olarak kabul edilmiglerdir. Acilik sorunun gideriimesinde de galigmalar bu iki bilegen Uizerinde yoJunlagmigtir.

ACILIK ETMENLERI

Aci Flavonoidler

Turunggil sularinda acihk etmenlerinden bir grubu olusturan flavonoidlerden en dnemiisi altintopa
kendine 6zgl tadini veren naringindir (Sekil-1). Yaklagik %90 meyvenin albedo ve dilim zarlarinda bulunan
naringinin erime noktas! 171°C olup suda ve alkolde ¢6ziiniir karakterdedir. 20 ppm diizeyindeki bir derigimde
tadilarak hissedilebilecek derecede yogun bir acihifa sahiptir (KESTERSON ve HENDRICKSON, 1957,
BARMORE ve ark., 1986). Amerika'da Uretilen altintop sularinda naringin %0.015-0.102 arasinda degismekte
olup tlkemizde bu tlr bir dlglim yapilamamigtir.
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Sekil 1. Naringinin kimyasal yapisi

Meyvedeki naringin derigiminin meyve olgunlugu ile iligkili alup, meyve olgunlagtikga o-L-ramnosidaz
tarafindan prunin ve L-ramnoza hidrolize edilmektedir. Hidroliz Uriinii olan pruninin aciligi naringin acihgmnin
ancak %33'0 kadardir. Hidrolizin ikinci agamasinda prunin p-D-glikesidaz enzimi tarafindan ac! clmayan
naringenin ve D-glikoza pargalanir (YUSOF ve ark., 1990; PURI ve ark., 1996b).

.. o-L-ramnosidaz )
Naringin ———————= Prunin + Ramnoz

f-D-glikosidaz
Prunin ———————3= Naringenin + Glikoz

Limonoid Glikozidler

Limon {limonin dilakton) bu gruptaki en belirgin actik etmenidir. Yapisinda bir furan halkasi, iki lakton
grubu, begli eter halkasi, bir epoksit grubu ve iki karboksilik grubu bulunan fazla oksitlenmig bir triterpenoidtir
(KIMBALL, 1987; FELLERS, 1989; PUR! ve ark., 1996Y). Limoninin erime noktasi 290°C civarinda olup, beyaz
kristalsi yapidadir. Meyve suyunda 5 ppm'den fazla oldugunda acili§i hissediimekte ve bu derigimin Gzerinde
ise tiketici tarafindan kabul gérmemektedir (JOHNSON ve CHANDLER, 1982).

Limonoid; turunggil meyvesinde kesecikler igerisinde hiicre sitoplazmasinda yaklaglk nétral pH'da
Limonat-A-halka laktonu (LAHL) {limonin mono lakton) formunda bulunmaktadir. Meyve suyu Gretimi sirasinda
kesecikler pargalandifinda LAHL asidik pH'da limonin dilaktona dénlgerek (Sekil-2) acilik olugturmaktadir

LIMONIN A HALKA LAKTONU (LAHL) LIMONIN

Sekil 2, Limoninin olusum mekanizmasi
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{KIMBALL, 1991). Naringine gére daha acidir. Amerika'da Florida'da yetigtirilen altintop cesitlerinde 6-7 ppm
dizeylerinde limonin tespit edilmistir. Meyvedeki limonin derigimi meyvenin gesidine, olgunluguna bagh oldugu
gibi hasat dénemi, ekstraktér tiri ve basincina da baghidir (FELLERS, 1989).

ACILIK ETMENLERININ UZAKLASTIRILMASI

Bu makalede esas ofarak 0zerinde durulan naringin ve limonin acilik etmenlerinin uzaklastirimasinda
adsorbantlar (BARMORE ve ark., 1986; FELERS, 1989; HERNANDEZ ve ark., 1992; JOHNSON ve
CHANDLER, 1988; KIMBALL ve NORMAN, 1990; MANLAN ve ark., 1990; SHAW ve WILSON, 1983; SU ve
YANG, 1891; WAGNER ve ark., 1988), slper kritik CO, ekstraksiyonu {KIMBALL, 1987), enzimler (HERMAN
ve ark., 1985; JIMENO ve ark., 1987; MERINO ve ark., 1996; SOARES ve HOTCHKISS, 1998; TSEN ve TSAl,
1988; TSEN ve ark., 1989; TSEN ve YU, 1991) ve mikroorganizmalar (HASEGAWA ve ark., 1985; MANJON
ve ark., 1991; PURI ve ark., 1996%) kullamimigtir. Bu yéntemler fizikokimyasal ve biyoteknolojik olmak Uzere
iki ana grup altinda toplanabilir.

Fizikokimyasal Yéntemler

Acilik etmenterinden naringin, limoninin ve digerlerinin uzaklastinimasinda farkll adsorbantlarin
kullarum, siiperkritik CO, ekstraksiyonu, ultrafilrasyon ve dedigik reginelerden faydalanma yoniinde galismalar
yapllmigtlr Tablo 1'de bu galigmalarda kullanilan adsorbantiar gésterilmigtir.

Adsorpsiyon yéntemi ile acilik gidermede JOHNSON ve CHANDLER (1982, 1985) polisitren iyon
degigtirici regineler kullanarak, naylon esasl! materyallerle (naylon-6 ve naylon-66), gozenekli polimerler
{Amberlit XAD-2, XAD-7 ve XAD-12), diatome topradi ve seliiloz asetat kullanarak naringin ve limoninin
adsorblanma ézelfliklerini incelemiglerdir. Kullanilan bu adsarbantlar iginde gézenekli polimerlerin digerlerinden
daha etkin oldugu belilenmigtir. Seliiloz asetatin naringini adsorblama yeteneginin ihmal edilebilir diizeyde
oldugu, limonini ¢ok daha iyi adsorblayabildigi vurgulanmigtir. Selilloz asetatin limonine karg! iyi bir adserplama
materyali oldugu bagka aragtrmacilar tarafindan da belirtimistir. (FELLERS, 1988; JIMENO ve ark., 1987;
TSEN ve YU, 1991). Dijer yandan seliiloz tri asetatin adsorplama etkisinin mono asetata gére daha zayf
oldugu ancak acilik gidermede kullanilan naringinaz enzminin immobilizasyonunda ise olduk¢a iyi sonug
verdidi bulunmusgtur (JOHNSON ve CHANDLER, 1988; SOARES ve HOTCHKISS, 1988; TSEN ve YU, 1991},

BARMORE ve ark. {(1986) kesikli bir sistemde altintop suyunu aktif magnezyum silikat {Florisil) ile
muamele ederek, imonin, naringin, narorutin, toplam asitlik ve meyve suyunun besin degeri {izerin (C vitamini
ve geker gibi...) etkisini incelemiglerdir. Sonugta florisil islem gérmiig meyve suyunun besin deerinde herhangi
bir kayip oimadan acilik ve asitlijinde énemli cranda azalma gdzlenmigtir. Aynca duyusal analizde florisilin
meyve suyu aromasina olumsuz ydnde bir etkisinin olmadig: ve hatta florisil ile istem géren meyve suyunun
daha ¢ok begenildigi vurgulanmigtir, '

Altintop suyunda naringin, limenin ve nomilinden ileri gelen aciligin gideriimesinde B-siklodekstrin ve
tirevlerinin kullamimt da iyi sonuglar vermigtir. B-siklodekstrin polimer jeli bir kolon igine konarak ve akigkan
yatak prensibi ile galigan bir sistem olugturularak meyve suyundaki acthgin giderilmesi galigmalan yapilmgtir.
B-siklodekstrin farkli polimerleri naringini ve limonini farklh oranlarda adsorplama ozelligi gostermektedir
(WAGNER ve ark., 1988). Epikiorchidrin ile ofusturdugu ¢apraz bagh polimeri PH 3 ile 10 arasinda naringini
%95'in (izerinde adsorblayabildigi bulunmustur (SU ve YANG, 1991), B-siklodekstrin farkli polimerlerinin acilik
gidermedeki etkisi naringin ve limoninin B-siklodekstrin ile kompleks olusturmasi seklinde agiklanmigtir. Bu
arada iglem gdren meyve sularnin briks, toplam asitlik ve askorbik asit niceliklerinde énemli bir degigiklik -
gtzlenmemigtir (SHAW ve WILSON, 1983},

Polisitren divinil benzen regineler altintop suyunda naringin ve limonin yanisira nechesperidin lizerine
de etkili olup aciklikta %80-90 oranlannda azaltici etki géstermektedir (HERNANDEZ ve ark., 1992). Polisitren
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divinil benzen adsorbantiarinin  Cizelge 1. Turunggil Sularimn  Acihfimin  Giderilmesinde Kullamilan Baz
gbzenek gaplan, gapraz bag oran- Adsorbantlar ve Etki Ettikleri Aclik Etmenleri

lan, spesifik ylzey alantari gibi Kullamlan Adsorbant Achk Etmeni  Kaynaklar
fizikse! ozeliikleri ile naringin ve Polisitren divinil benzen Naringin KIMBALL ve NORMAN, 1990
limonini adsorbe etme &zellikleri Limonin MANLAN ve ark., 1990
= s idin HERNANDEZ .
arasinda dogrusal bir fligki vardir. Neo.hes.p eridin EZ ve ark., 1992
B - N - Narirutin
Ornegin, ¢apraz bag oramt %16’ p.siklodekstrin polimerleri Naringin SHAW ve WILSON, 1983
dan %50'yve ¢iktidinda naringin Limonin WAGNER ve ark., 1988
uzaklagtirma etkinligi %36'dan Nomilin SU ve YANG, 1991
. - Naringenin
%90'a kadar yilkselmigtir (MANLAN Kumasin
ve ark., 1990). Qapraz bagh Selitloz mone asetat Naringin JOHNSON ve CHANDLER, 1988
divinilbenzen-sitren kompleksinin Seliiloz tri asetat Limonin TSEN ve YU, 1991
. ) : SOARES ve HOTCHKISS, 1998

de acilik gidermede benzer etki gy (aktif magnezyum) Naringin BARMORE ve ark., 1986
gosterip kullanilan bu farkl adsor- Limonin
bantlann meyve suyunun bilegimi- Poliamid regine Limonin PURI ve atk. 1996a

. L . . Naylon (naylon-6 ve naylon-66)  Naringin JOHNSON ve CHANDLER, 182
ne Snemli bir etkisi olmadigl V& piuiome toprag Limonin JOHNSON ve CHANDLER, 1985
hatta aciliktaki azalma sonucu Pelisitren iyon degistirici regine  Limonin JOHSON ve CHANDLER, 1985

tiketici begenisinde arhga neden
oldugu belirtilmigtir (FELLERS, 1989; KIMBALL ve NORMAN, 1980).

Superkritik CO, ekstraksiyon uygulamasi da acilik gidermede izerinde galigilan bagka bir fiziksel
yéntemdir. KIMBALL {1987) 30-80°C sicakliklan ve 3000-6000 psi basinglan arasinda yaptigt bir ¢gagmada
ortalama 1.5 saatlik bir ekstraksiyonda limonin niceliginin %25 oraninda azald§iri kaydetmigtir. En iyi
ekstraksiyon 40°C'de 4000 psi basingta 4 saatlik iglem sonucunda elde edilmig ve limonin niceligi 17.6
ppmden 6.9 ppm'e disirilmistir. Stperkritk CO, ekstraksiyonu sirasinda kullamlan washington navel
portakalinin askorbik asit, toplam titre edilebilir asit ve toplam amino asit niceligindeki degigim ihmal edilebilir
sevivedeyken yad orani biraz azalmigtir. Turunggil meyvelerinin aciliginin adsorpsiyon yéntemiyle
gideriimesinde yukandaki bahsedilen materyallerin diginda pliamid regine (PURI ve ark., 1996b} ve diatome
topragzmn (JOHNSON ve CHANDLER, 1982) etkileri Uzerine de galigmalar vardir.

Fizikokimyasal Yontemlerin Dezavantajlan

1. Kimyasal veya fiziksel adsorpsiyon sirasinda meyve suyunun kimyasal yapisi da az da olsa
etkilenmekte, besin kaybi, tat ve renkte kayiplar sézkonusu olmaktadir.

2. Bazi durumlarda kullanilan materyalden meyve suyuna bir bulag olabilmektedir, Bu da
meyve suyunda yabanci madde varligi demektir ki yasal dizenlemelerde izin veriimeyen bir
durumdur,

3. Yéntemler genellikle kesikli caligh@indan zaman kayb: olmakta ve verim digiik olmaktadir.

Biyoteknolojik Yontemlerle Acilik Giderme

Acilik gidermede fizikokimyasal yéntemlerin yukanda bahsedilen sakincalan yeni yéntemierin
aranmasin zorunlu kilmistir. Fermentasyon proseslerinde, nisasta retiminde ve hidroliz Griinlerinde ve buna
benzer prosesterde mikroorganizma ve enzimlerin serbest veya immobilize formiarda kullanimi, acilik
gidermede de benzer bir yéntemin kullanilabilecegi fikrini dogurmusgtur. Bu yonde yapilan ¢aligmalar sonunda
naringin ve limonin gibi acilik etmenlerinin mikroorganizma veya enzimler yardimiyla kismen veya tamamen
parcalandi§y veya acl olmayan formtanna modifiye edilebildikleri gérillmiigtdr.
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Mikroorganizma kullanim

Limonin acihdinn gideriimesinde mikroorganizmalarin kullamims 1970'lerde baglamigtir (PURI ve ark.,
19960). Limoninin Arthrobacter globiformis hiicreleri ile pargalanmasinda hicre igi enzim olan limonin
dehidrogenaz tarafindan tersinir olarak 17-dehidroksilimonata donlstirildigil ve Pseudomonas 321-18 ve
Beterium 342-152-1 bakteri izolatlaninin limonin uzaklastinimasinda bagarih sonuglar verdigi belirtiimigtir.
Topraktan izole edilen Acinebacter hilcreleri sezon baginda daha aci olan meyvelerden elde edilen meyve
sularinin acihdinin gideriimesinde kullanidmigtir {PURI ve ark., 1996b). Sonugta 120 mg bakteri hiicresi ile bir
litre meyve suyunun yeterince igilebilir oranda iyilegtirilebildigi bulunmgutur. Limonin aciiginin giderilmesi
temelde agafida verilen reaksiyon seklinde oldugu dilsiintilmektedir. Tablo 2'de limonoidinin bakterilerle
pargalanma goriiimektedir.

LIMONIN Limonin » 17-DEHIDROKSI-LIMONAT
Dehidrogenaz A-HALKA LAKTON

DEOKSILIMONIN
(DOL)

Limonol Dol Hidrolaz
Dehidrogenaz

v CH - s
LIMONOL DEOKSILIMONOIK ASIT

(DOLA)

Sekil 3. Limoninin ac) olmayan metabolitlerine pargalanma mekanizmalar

Yukarida verilen limonin pargalanma mekanizmasi Pseudomonas ve Arthrobacter globiformis-ll ve
bunlarnn diger tlrleri igin de ayni oldugu diglnillmekle beraber Jekil 3'de fmoninin dijer aci olmayan
metabolitlere pargalanmalari da Cigelge2. Limonoidler Pargalayan Bakteriler ve Pargalanma Uriinleri
gosterilmigtir. Bu organizmalar bir kolon {Puri ve ark., 1996h)
igine immobilize edildijinde, kolondan ~gakieri
gegirilen turunggil sulanndaki limonini aci

Pargalanma Uriin

Arthrobacter globiformis 17-dehidrolimencid
olmayan metabolitiere pargalamaktadiar. .\ 0030118 Deoksilimonoid, 17-dehidrolimonoid
Bu metabolitier 17-dehidroksilimonat-A- g, orim 342-152-1 17-dehidrolimonoid, Deoksilimonoid
halkalakton ve limonoldur. HASEGAWA ve 4 0n00rer sp. Deoksilimonoid
ark. (1985) topraktan izole ettikleri  axnobacter globiformis 11 17-dehidrolimonoid, 7-hydrolimonoid
Corynebacterium  fascians'in  limonini  Corynobacterium fascians 17-dehidrolimonoid, trans-19-HBA

limonole katalizleyen limonol dehidrogenaz Rhodococcus fascians S
irettifini tespit etmiglerdir. Bu bakteriler
akrilamid jelde immobilize edilerek, turunggil sularinda sitrik asit, askorbik asit, fruktoz ve glikoz igeriklerine etki
stmeden limoninin énemii bir kismini nomiline déniistiirerek aciligr azaltimitir.

Bir bagka mikroorganizma Rhodococcus fascians hilcreleri k-karreganan kullanilarak immobilize
edilerek limoninin pargalanmasi incelenmitir (MANJON ve ark., 1991). Limoninin pargatanmasinda pH'in etkisi
izerinde durulan bu galigmada optimum pargalanmanin 4.5-5.0 pH'larda oldugu bulunmustur. Bu durum
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hilcrenin metabolik aktivitesinin yanisira limeoninin pH'ya bagh formunun hiicreigi enzim tarafindan segiciligine
baglanmigtir, Organizma digik 'pH'da aktivitesini giderek kaybetse ve uzun siire direng gdsterebilmis ve pH
yeniden 7.0'ye gelince tim aktivitesini kazanmigtir. Digik pH'da immobilize hicrelerin limonini
pargalayabilmesi igin uygun seyreltme orani ve optimum iglem parametreleri aragtinimigtir.

Enzim Kullanirm

Turunggil sulanindaki acilik etmenlerinin uzaklagtirntimasinda model substrat ve dogrudan meyve suyu
lizerinde serbest ve immobilize enzim sistemlerinin kullarimi Gzerine galigmalar yapiimigtir. Gizelge 3'de
gorildiigu gibi naringin acihginin giderilmesinde naringinaz, limonin acihginin gideriimesinde Limonin-D-halka-
jakton hidrolaz (limonin dehidogenaz) immobilize enzimlerinden, nomilin acihginin gideriimesinde de serbest
nomilin asetil livazdan faydalaniimaktadir. Cizelge 3'de galigmalarda kullanilan reaktor tipleri ve
immobilizasyonda kullanilan destek materyalleri de verilmigtir,

Cizelge 3. Acilik Gidermede Kullamlan Enzim Sistemleri

Enzim Destek Materyali Kullanim $ekli Substrat Kaynak
Naringinaz Seliiloz asetat Kolon reaktor PNPR* TSEN ve ark., 1989
TSEN ve YU, 1991
Kesikli sistern Naringin SOARES ve HOTCHKISS, 1998
Citin Kolon reaktér PNPR TSEN ve TSAI, 1988
Glikofaj kapli cam Kolon reaktdr Naringin JIMENO ve ark., 1987
Prunin

Puliakrilamid jel Kesikli sistem Naringin PURI ve ark., 1996a
Ca-alginat

Limonin-D- Q-sepharose jel Kolon reaktr Limonin MERINO ve ark., 1996

halka-lakton

hidrolaz

Nomilin serbest enzim Kesikli sistem Nomilin HERMAN ve ark., 1985

asetil-liyaz

* PNPR: p-nitrofenil-o-ramnozid

Naringinin Uzaklagtiriimasi

Naringinaz, o-rhamnosidaz ve p-glukosidaz aktivitesine sahip bir enzim olup, raningini ramnoz, glikoz
ve naringenine kadar hidrolizleyerek turunggil sularinda naringinden kaynaklanan acihg: gidermektedir (TSEN
ve YU, 1991). TSEN ve ark. (1989) Penicillium sp.'den elde ettikleri naringinaz: seldloz tri asetata immobilize
ederek bir kolon reaktdrde aktivitesini incelemiglerdir. Serbest ve immobilize enzimierin substrat olarak p-
nitrofenil-a-ramnozid'i hidrolizleme yetenekleri kargilagtinimigtir. Sonugta enzimin optimum pH 3.7 ve 55°C'de
caligtigy fakat immobilize enzimin 1sil stabilitesinin ve Michaelis sabiti (Km) serbest enzimden daha yiksek
oldugu bulunmugtur.

TSEN ve YU (1991) sellloz mono asetat ve sellloz tri asetata immobilize ettikieri  Penicillium
naringinazim bir paket kolon reaktériinde kullanarak naringinin hidrolizlenerek, limoninin ise adsorblanarak
ortamdan uzaklagtinidigini kaydetmiglerdir. Bu islem sirasinda reaktére verilen aitintop suyundaki naringinin
%35 ve limoninin de %58 orarinda uzaklagtinidigi, seker, toplam organik asit niceliginde ve bulanikliginda bir
kaylp olmadig: vurgulanmigtir. SOARES ve HOTHKISS (1998) yaptiklarn benzer bir ¢aligmada naringinazin
immobilizasyonunda seliiloz tri asetatin daha bagartl sonug verdigini belitmiglerdir. Bu ¢aligmada immobilize
enzimin optimum gafisma pH'si 3.5-4.0 arasinda bulunurken; Km degeri ve aktivasyon enerjisi serbest
enzimden daha diigiik olarak bulunmugtur (Serbest ve immobilize enzimlerin Km degerleri sirasiyla 3.6 mM ve
2.1 mM. aktivasyon enerjileri ise 14.2 Keal/mol ve 11.0 Kcal/mol'dur). Galismanin devaminda naringinaz
immobilize edilmis seliloz asetat filmi ile ambatajlanan altintop suyunun naringin igerigi ise 7°C sicakhkta 15
giinde yaklagik %80 azalmigtir.
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Glikofaj kaph gdzenekli cam Uzerine immobilize edilen naringinaz enzimi paketli kolon reaktor
sisteminde naringini hidroliz yetenegi incelendigin Km dederinin serbest enzimle ayri oldugu bulunmutur. Diger
yandan reaktér altintop suyu ile bestendiginde kolon stabilitesinin de oldukga iyi oldugu gézlenirken; kolonda
slispanse pargaciklanin kalmasi sonucu tikanmalar gézlenmigtir. Meyve suyunun kolona verilmeden énce
durultulmasimin bu uygulama sorununu kaldiracadi ve endustriyel kullammimin mimkiin clabilecegi
diighinilmstir (JIMENO ve ark., 1987).

Penicillium ve Aspergillus niger kaynakl naringinaz enzimlerinin kinetifi ve aktivitelerine etki eden
etmenler incelenmigir (TSEN ve TSAI, 1988). Citin ile immobilize edilen enzimlerin stabiliteleri
kargilagtimidiginda Penicillium kaynakli enzimin daha stabil oldugu gbzlenmigtir. Kinetik ¢aligmalarinda
Linaweaver-Burk egrileri incelendidinde glikoz,fruktoz ve ramnozun Penicilium naringinazimin a-ramnosidaz
aktivitesine kompetatif inhibisyon etkisi gdsterirken, A. niger kaynakll enzime non-kompetatif inhibisyon etki
gdsterdigi belirtiimigtir. Penicillium naringinazinin inhibisyon sabitleri glikoz, fruktoz ve ramnoz igin sirasiyla 178
mM, 68 mM ve 12 mM olarak bulunmugtur. JIMENO ve ari. {1987) yaptiklan inhibisyon galigmalarinda
immobilize enzimde inhibisyon dederlerini ramnoz igin 6.12 mM, glikoz igin 260 mM, serbest enzimde ise bu
degerler ramnoz igin 4.27 mM ve glikoz igin 430 mM olarak bulmuslardir. Bu sonuglardan ramnozun diger
sekerlere gore daha fazla inhibisyon etkisi gosterdidi séylenebilir.

Poligkrilamid jel, k-karregenan ve farkli derigimlerdeki Ca-alginat gibi farklt destek materyallerine
immobileze edilen Penicillium naringinazinin stabilitesinin incelendidi bir galigmada en iyi immobilizasyonun
%2'lk Ca-alginat ile elde edildigi bulunmugtur (PURI ve ark., 19969). Stabilizasyon galismasi sonunda pH 4.0
ve 55°C sicakhgin optimum parametreler olduju ve yedi saatlik inkibasyon sonunda 150-200 dev/dak
kangtirmada ortamdaki naringinin %82 oraninda hidrolizlenebildigi belirilmistir. 6°C sicaklikta 3 ay saklama
sonunda immobilize enzimin stabilitesini aynen korudugu gézlenmistir. ‘

Limonoidierin uzaklagtinimasi

Limonin mono lakton meyve suyu lretimi sirasinda ortam pH'sinin etkisi ile limonine dbnligerek
sonradan aciliga neden olmaktadir. Portakal meyve dokularindan ve degigik bakterilerden izole edilen limonat
dehidrogenaz limonin mono laktonu dehidro formuna déniigtirerek limonin olusumunu engellemekiedir.
Turunggil gekirdeginden izole edilen limonin-D-halka-lakion hidrolazinin Q-sepharose destek materyaline
immobilize edilerek limoninin hidrolizinin incelendidi bir caigmada limoninin %98’e varan oranda hidrelizlendigi,
immobilize enzim kolonunun 60-70 defa yeniden kullanilabildigi ve 4°C sicaklikta 6 ay boyunca stabilitesini
koruyabildigi bulunmustur (MERINO ve ark., 1996). Ancak, immobilize enzimin galisma pH'st 8.0 gibi gok
yliksek olmasi, meyve suyunda uygulanabilirlilijini engellemektedir.

Nemilin de limanoid glikozid grubundan bir acilik etmenidir. Corynebacterium fascians'dan izole edilen
nomilin asetil-iyaz enzimi nomilini obakunon’a gevirerek aciigr giderme &zelligi gdstermektedir. Ancak bu
bakteriyel enzimin de optimum pH'si 8.5 cldugundan endiistriye! kullamma pek -uygun degildir. HERMAN ve
ark. (1985) yaptiklan bu galigmada dusik pH degerlerinde nomilin asetil-liyaz'in aktivitesini incelemisler ve pH
6.0 degerinde aktivitesinin %65'ini kaybettidini bulmuslardir.

Biyoteknolojik Yéntemlerin Dezavantajlar

1. immobilizasyon teknikleri enzim aktivitesinin incelenmesi yoniinde kullamigh olurken acilik giderme
kinetigi oldukga yavas oldugundan lgek biyltme igin uygun degildir.

2. Optimum gartlardan biraz sapma immobilize enzimin kolondan yikanmasina veya inaktivasyonuna
neden olabilmektedir. '

3. Turunggil sularinin pulplu yapisi limenin ve naringinin uzaklagtirnimasinda engel olabilmektedir. Bu
sorunun meyve suyunun iglem éncesi durultulmasiyla énlenebilecedi diginllmektedir,

4. Kolonda birikinti olmas, basing diismesi gibi sorunlar dogru akig debisinin bulunmasi, dengeye
ulagilabilmesi igin mithendislik parametrelerin bilinmesini gerektirmektedir.
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