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In this study enzymatic extraction of pectin from pomegranate peel using cellulase was investigated.
Extraction conditions were optimized by response surface methodology and the properties of the
pectin obtained under optimum conditions were examined. The optimum enzyme level, substrate
concentration, and extraction time were determined as 0.075 U/mL, 9.99 g pomegranate/100 mL, and
2.58 hours, respectively. A yield of 7.19% was obtained under these conditions, and the results of
analysis revealed highly methoxylated pectin, whose structure was confirmed by FT-IR analysis. The
results show that the enzyme-assisted extraction method can be successfully used instead of the hot
acid extraction method for pectin isolation, and that pomegranate peel can be considered as an
alternative pectin source for the production of highly methoxylated pectin.
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Bu ¢alismada nar kabugundan seliilaz ile enzimatik pektin ekstraksiyonu arastirilmistir. Ekstraksiyon
kosullar1 yanit yiizey metodolojisi optimize edilmis ve optimum kosullarda elde edilen pektinin
ozellikleri incelenmistir. Optimum enzim seviyesi, substrat konsantrasyonu ve ekstraksiyon siiresi
sirastyla 0,075 U/mL, 9,99 g nar/100 mL ve 2,58 saat olarak belirlenmistir. Bu kosullarda %7,19
verim ile pektin elde edilmis, analizler sonucunda yiiksek metoksillenmis oldugu bulunmus ve yapisi
FTIR analizi ile dogrulanmigtir. Elde edilen sonuglar pektin izolasyonunda sicak asit ekstraksiyon
yontemi yerine enzim destekli ekstraksiyon yonteminin basarili bir sekilde kullanilabilecegini ve
yiiksek metoksillenmis pektin iiretimi i¢in nar kabugunun da alternatif bir pektin kaynagi olarak
degerlendirilebilecegini gostermistir.
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Giris

Bitki hiicre duvari polisakkaritlerinden biri olan pektin,
L-ramnoz birimi igeren metil veya asetil gruplariyla
esterlenmis galakturonik asidin bir heteropolimeridir. Gida
ve kozmetik ve ilag endiistrisi gibi gida dis1 endiistrilerde
pektin jellestirici, koyulastirici, stabilize edici, tekstiire
edici ve emiilsifiye edici maddeler olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Thakur ve ark., 1997). Son yillarda dogal
iiriinlere olan talebin artmasi, pektini gida ve gida dist
uygulamalarda degerli bir bilesen haline getirmistir.
Turuncgil kabuklari, elma posast ve seker pancari kiispesi
ticari pektin {iretimi i¢in iyi bilinen ham maddeler olsada
pektine yonelik artan talep, arastirmacilart alternatif pektin
kaynaklarmi arastirmaya zorlamistir (Giizel ve Akpinar,
2019, Sarah ve ark., 2018, Jafari ve ark., 2017, Oliveira ve
ark., 2016’a, 2016b, Maran ve Priya, 2015, Ptichkina ve
ark., 2008).

Nar (Punica granatum L: punicaceae) taze olarak
tiketilmesinin yani sira gida sanayinin birgok alaninda
(meyve suyu, renklendirici, recel vb.) kullanilmaktadir ve
ylksek oranda biyoaktif bilesikler igermesi nedeniyle
insan saglig1 agisindan dnem kazanmistir (Khanavi ve ark.,
2013). Meyvenin yaklastk %40'in1  kabuk kismi
olusturmaktadir (Abid ve ark., 2017) ve ¢ogunlukla
atilmaktadir. Simdiye kadar nar kabugunun biyoaktif
bilesenleri ve biyolojik aktiviteleri genis capta calisiimis
olsa da (Khanavi ve ark., 2013), polisakkaritleri ile ilgili
calismalarm sayis1 smirlidir. Onceki ¢aligmalarda nar
kabuklarinin yaklasik %10 oraninda yiiksek metoksilli
pektin icerdigi bildirilmistir (Giizel ve Akpinar, 2019,
Yang ve ark., 2018, Abid ve ark., 2017, Khatib ve ark.,
2017, Abid ve ark., 2016, Pereira ve ark., 2016, Moorthy
ve ark., 2015). Bu nedenle nar kabugu, pektin iretimi igin
alternatif yeni bir kaynak olarak degerlendirilebilir.

Pektin dretimi i¢in en yaygm kullanilan ydntem,
geleneksel ekstraksiyon yontemi olarak da bilinen pektinin
kaynagindan sicak asitlendirilmis su ile ¢oziindiiriilmesi ve
ardindan etanol ile ¢oktiiriilmesine dayanan yontemdir.
Ekonomik bir yaklagim olmasina ragmen kullanilan asidin
bertaraf edilmesi sorunu nedeniyle ¢evre sorunlarina neden
olabilir. Ek olarak, pektinin yiiksek sicaklikta asidik
kosullara uzun siire maruz kalmasi  yapinin
depolimerizasyonuna, diigiik pektin kalitesine ve diigiik
verimle pektin liretimine neden olabilir (Ptichkina ve ark.,
2008). Yiiksek verim ve kalitede pektin elde etmek i¢in az
veya hi¢ asidik ¢oOziiciiniin  kullamilmadigi, disiik
sicakliklarda ve kisa siirede gergeklesebilen alternatif
yontemler arastirilmaktadir. Ultrason destekli
ekstraksiyonu (Bayar ve ark., 2018), sub-kritik su
ekstraksiyonu (Guo ve ark., 2012), mikrodalga destekli
ekstraksiyon (Fishman ve ark., 2006), yiiksek basingta
ekstraksiyon (Xie ve ark., 2018), enzimatik ekstraksiyon
(Yuliarti ve ark., 2015), ohmik 1sitma destekli ekstraksiyon
(Sabanci ve ark., 2021) ve iki veya daha fazla yontemin
beraber kullanildigr hibrit yontemler bu amag¢ icin
arastirllmaktadir (Chen ve ark., 2015). Bunlardan
enzimatik ekstraksiyon, pektinin hammaddeden etkili ve
secici bir sekilde elde edilmesini saglamasi ve ¢evreci bir
yontem oldugundan son yillarda popiiler bir yaklasim
haline gelmistir. Ek olarak elde edilen polimer, geleneksel
ekstraksiyonla elde edilen pektinden daha yiiksek
molekiiler agirliga sahiptir ve yapisal ve fonksiyonel

ozelliklerini daha 1iyi korumaktadir. Hiicre duvarim
parcalayan enzimler, Ozellikle seliilazlar, pektinde
herhangi bir yapisal degisiklise neden olmadan

ekstraksiyonuna ve kaynagindan salinmasini saglayabilir
(Sabater ve ark., 2018).

Pektinin  farkli  kaynaklardan enzim  destekli
ekstraksiyonu  (EDE) hakkinda bazi  ¢alismalar
bulunmaktadir (Abou-Elseoud ve ark., 2021, Castillo-
Israel ve ark., 2019, Chandel ve ark., 2019, Bayar ve ark.,
2018, Vasco-Correa ve Zabata, 2017, Wong-Paz ve ark.,
2016, Fissore ve ark., 2009, Ptichkina ve ark., 2008).
Ancak pektinin ozellikleri ekstraksiyon igin kullanilan
enzime ve bitki materyallerine bagli olarak farklilik
gosterebilir. Pektinin nar kabuklarindan enzimatik olarak
elde edildigi ¢aligmalar siirli sayida olsa da literatiirde
mevcuttur. Ancak ¢alismalardan bazisi fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonundan sonra kalan materyalden pektin
ekstraksiyonuna  (Kahveci, 2022) veya pektinin
karakterizasyonundan ¢ok antioksidan potansiyeline (Li ve
ark., 2018) yogunlagsmistir veya c¢aligmalarin bir kismida
ekstraksiyon kosullarinin verime etkisini inceleyen bir
optimizasyon ¢aligmasi igermemektedir (Monica ve ark.,
2024, Abdel-salam ve ark., 2023, Talekar ve ark., 2019,
Gavlighi ve ark., 2018). Bu nedenle -ekstraksiyon
yonteminin enzim tiirli ve pektin kaynaklari agisindan daha
fazla arastirilmas: gerektigi gibi hem de elde edilen
pektinin karakterizasyonu ve yapisal olarak da incelenmesi
gerekmektedir. Bu calismada seliilaz enzimi kullanilarak
nar kabugundan (NK) pektin ekstraksiyonunun enzim
seviyesi, substrat konsantrasyonu ve ekstraksiyon siiresi
acisindan yanit ylizey yontemi ile ekstraksiyon
kosullarinin optimizasyonu ve ekstrakte edilen pektinin
karakterizasyonu ve yapisal olarak da incelenmesini
amaglanmistir. NKdan enzimatik olarak ekstrakte edilmis
pektinin 6zellikleri ticari olarak temin edilebilen pektin ile
karsilagtirilmistir.

Materyal ve Yontem

Materyal

Yerel marketlerden temin edilen nar meyvelerinin
(Punica granatum) kabuklar1 kurutulmus, ogitiilmis ve
+4°C'de saklanmustir. Selulaz (Aspergillus niger) Sigma-
Aldrich’den (St. Lois, MO, ABD), ticari pektin Tito’dan
(Yantai Andre Pectin Co. Ltd., Cin), dinitro salisilik asit
(DNS), sodyum siilfit, Coomassie Brillant blue, bovin
Serum Albumin (BSA), Merck KGaA’den (Darmstadt,
Almanya) alinmistir. Diger kimyasallar analitik derece
Sigma-Aldrich’den (St. Lois, MO, ABD), Merck
KGaA’den (Darmstadt, Almanya) ve Alfa Aesar (Alfa
Aesar Almanya) temin edilmistir.

Enzim Destekli Ekstraksiyon

Sitrat tampon ¢ozeltisi (50 mM pH 5) i¢inde hazirlanan
farkli konsantrasyonlarda (1,06-12,27 g/100 mL) substrat
(NK), farkli aktivitelerde seliilaz enzimi (0,010-0,109
U/mL) ile karistirilmis ve farkli siirelerde (0,32-3,68 saat)
40°C’de pektin ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edilen pektin
%96°’lik etil alkol ile ¢oktiiriilmiis ve +4°C’de 24 saat
inkiibasyon sonunda sirastyla %70’lik (x2) ve %96’ lik (x1)
etil alkol ile yikanmis, filtrasyonla izole edilen pektin
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45°C’de kurutularak ogiitiilmiistir (Wong-Paz ve ark.,
2015). Verim agagidaki formiille (1) hesaplanmustir.

pektin (g)

Pektin Verimi=———————
nar kabuklari (g)

x 100 (1)

Optimizasyon

EDE ile pektin ekstraksiyonunda bagimsiz degiskenler
olarak siire, enzim aktivitesi ve substrat konsantrasyonu
araliklar1 Cizelge 1 de verilmistir. Optimizasyon i¢in {i¢
degiskenli ve bes seviyeli Dondiiriilebilir Merkezi
Kompozit tasarimi kullanilmistir. Tasarim sekiz faktoriyel
nokta, alti eksenel nokta (a=1.682) ve merkez
noktalarinda alt1 tekrardan olugan 20 deney setinden
olugmugtur. Her deney ig¢in iki tekerriir olacak sekilde
ekstraksiyon yapilmistir.

Optimum kosullar pektin veriminin maksimum oldugu
kosullar olarak belirlenmis ve asagidaki esitlikte (2) se¢ilen
model verilmistir:

Y=bo+ b1 X+ bXo+ b3X5+ b1 X1+ b Xo? + b33 X352 +
b1X1Xs +b 13X X5+ b3 Xo X3 (2)

Esitlikte by sabit, by, b, ve bs lineer terimleri, by, b ve
bss kuadratik terimleri, b, bz ve by (bagimsiz
degiskenlerin ve interaksiyonlarinin tahmini katsayilart),
Ye bagiml degiskeni, X, X» ve X3 bagimsiz degiskenleri
temsil etmektedir. Deneysel veriler ve bagimli ve bagimsiz
degiskenler arasindaki etkilesim Design-Expert V7 (Stat-
Ease Inc., Minneapolis) ile analiz edilmis ve arzu
edilebilirlik fonksiyonu yaklagimi optimal kosullarin
bulunmasini saglamistir. Model denkleminin ve regresyon
katsayilarinin istatistiksel farkinin  belirlenmesi igin
Fischer's testi ve Student's t-testi kullanilmistir. Modelin
dogrulugu, programin ANOVA c¢iktilari olan uyum
eksikligi (lack of fit), uyum katsayisi (R?) ve Fisher test
degerine (F-degeri) gore degerlendirilmistir. Modelin
uygunluguna uyum eksikligi testinin Onemsiz ve
regresyondan kaynaklanan varyasyonun %95 giiven
seviyesinde Onemli olmasi kosuluyla karar verilmistir.
Optimum  kosullar1  dogrulamamak igin, optimum
kosullarda ii¢ tekerriir olarak ekstraksiyon yapilmustir.

Kuru Madde, Kiil, Protein, Toplam ve indirgen Seker
Icerigi

Pektinlerin nem ve kiil (AOAC, 1989), indirgen seker
dinitrosalisilik asit (DNS) (Miller, 1959), toplam seker
fenol siilfiirik asit (Dubois, 1956) ve protein Bradford
(Bradford, 1976) yontemleri ile analiz edilmistir. Pektinin
toplam ve indirgen seker igerigi i¢in glikoz, protein igerigi
icin ise Sigir Serum Alblimini (BSA) standart olarak
kullanilmastir.

Pektin Coziiniirliigii

Pektinin soguk suda ¢oziiniip ¢éziinmedigi incelemek
icin pektin (0,25 g) siras1 ile 10 ml %95°1ik alkol ve 50 mL
su kanstirilmistir. Sicak suda ¢oziniip ¢oziinmedigine
incelenmek i¢in  karisim 15 dakika  85-95°C’de
karistirilmistir.  Isitilmadan once bu ¢dzeltiden 5 mL
alinmis ve tlizerine 1 mL 0,1 N NaOH eklenmis,

karigtirilmis ve pektinin  soguk alkalide ¢oziiniirliigi
incelenmigtir ve daha sonra 15 dakika 85-95°C’de
karigtirilarak  pektinin  sicak  alkalide ¢Oziiniirligi
incelenmistir (Fishman ve ark., 1984; Joslyn, 1980).

Pektinin Esdeger Agwrhigi, Metoksil ve Anhidronik
Asit fgerigi, Esterlesme Derecesi

Pektin (0,25 g) 5 mL etanol ile karigtirilmis, {izerine
sirastyla 1 g sodyum kloriir, 100 mL su ve birka¢ damla
fenol kirmizisi ilave edilmis ve 0,1 N sodyum hidroksite
karst titre edilmistir (Aina, 2012). Esdeger agirlik (EA)
asagidaki formiil (3) ile hesaplanmustir.

- Kuru Ornek Agirlik(g)x100
NaOH sarfiyat(mL)xNormalite NaOH

EA 3)

Metoksil igerigi (MI) i¢in; yukarda agiklandig1 gibi
hazirlanan ¢6zeltiye 12,5 mL 0,25 N NaOH eklenmis ve
oda sicakliginda 30 dakika bekletilen bu ¢ozeltiye 12,5 mL
0,25 N HCI ilave edilerek 0,1 N NaOH c¢ozeltisi ile
titrasyon yapilmistir (Aina, 2012). Asagida verilen esitlik
(4) ile metoksil igerigi hesaplanmuistir.

NaOH Sarfiyat (mL)XNormalite NaOHx31Xx100
Kuru Ornek Agurligt (mg)

%Mi=

“)

Anhidronik asit (AUA) ve esterlesme derecesi (ED)
asagidaki formiillerle (5 ve 6) hesaplanmistir (Azad ve ark.,
2014).

~176X0,1ZX100
KOA x1000

176X0,1Y X100
KO0AX1000

AUA

)

KOA: Kuru érnek agirlig
Z=EA igin harcanan NaOH (mL)
Y= Metoksil igerigi i¢in harcanan NaOH (mL)

176x%MeO
31X%AUA

% ED= x 100 (6)

Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi

Pektinin 4000-400 c¢cm™' frekans araliinda Fourier
transform kizil6tesi (FTIR) spektroskopisinde (Jasco 4700
Tokyo, JAPONYA) absorbansi dlgiilmiistiir. Esterlesme
derecesi FTIR yontemi ile asagida verilen formiille (7)
hesaplanmistir (Virk ve Sogi, 2004).

ED=124,7x R +2,2013
R = A1740/(A1740TA1630) @)

Ais30= Serbest karboksil gruplarinin pik alam
Ai7s0= Esterlesmis gruplarin karboksil gruplarmin pik
alani

Istatistiksel Analiz

SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
istatistiksel bilgisayar programi (SPSS, Inc., Chicago, IL,
ABD) kullanilarak, ortalamalar arasindaki farkliliklar %95
giiven araliginda Student t-testi ile degerlendirilmistir.
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Cizelgel. Enzim destekli ekstraksiyonda test edilen bagimsiz degiskenlerin araliklari
Table 1. Ranges of independent variables tested for enzyme-assisted extraction

Bagimsiz Degiskenler -a (1,682) -1 0 +1 +a (1,682)
Siire (Saat) X 0,32 1 2 3 3,68
Enzim (U/mL) X 0,010 0,030 0,060 0,089 0,109
Substrat (g /100 mL) X3 1,06 3,33 6,67 10,00 12,27

Cizelge 2. Deneysel tasarim ve nar kabuklarindan enzim destekli ekstraksiyon ile elde edilen pektin verimleri
Table 2. Experimental design and pectin yields obtained from pomagranate peel with enzyme-assisted extraction

Deney Siire . Pektin Verimi (%)
numarast (saat) Enzim (U/mL) Substrat (g /100 mL) Deneysel Tahmini
1 1 0,030 3,33 2,62 2,28
2 1 0,030 10,00 4,29 3,77
3 1 0,089 3,33 3,19 2,79
4 1 0,089 10,00 4,79 4,84
5 3 0,030 3,33 3,61 3,19
6 3 0,030 10,00 6,61 6,63
7 3 0,089 3,33 2,65 2,80
8 3 0,089 10,00 6,84 6,81
9 0,32 0,060 6,67 1,92 2,46
10 3,68 0,060 6,67 4,90 4,88
11 2 0,010 6,67 4,36 4,93
12 2 0,060 6,67 5,10 5,26
13 2 0,109 6,67 5,55 5,51
14 2 0,060 1,06 0,99 1,41
15 2 0,060 12,27 5,92 6,03
16 2 0,060 6,67 5,66 5,26
17 2 0,060 6,67 5,62 5,26
18 2 0,060 6,67 4,85 5,26
19 2 0,060 6,67 4,94 5,26
20 2 0,060 6,67 5,51 5,26

Bulgular ve Tartisma

Ekstraksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

NKdan EDE ile elde edilen pektin verimleri ve program
tarafindan tahmin edilen verimler Cizelge 2’de
sunulmustur. incelelen ekstraksiyon kosullarinda en
yiiksek verim; 0,089 U/mL enzim aktivitesinde, substrat
konsantrasyonunun 10,00 g/100 mL ve siirenin 3 saat
oldugu kosulda %6,84 olarak bulunmustur. En disiik
verim ise 0,060 U/mL enzim aktivitesinde, 1,06 g/100 mL
substrat konsantrasyonunda ve 2 saat ekstraksiyon
siresinde  %0,99’dur. En diisiik seviyede enzim
kullanildiginda (0,010 U/mL) verim %4,36 (deneyll)
iken, fazla kullanildiginda (0,109 U/mL) verim %5,55
olarak bulunmustur. Ekstraksiyon siiresi minimum iken
(0,32 saat) verim %1,92 (deney 9) iken en uzun siirede
(3,68 saat) verim %4,90 (deney 10) olarak tespit edilmistir.

Cizelge 1°de enzim miktarindaki artisinin pektin
verimini 6nemli derecede etkilemedigi, hatta disiik
substrat konsantrasyonlarinda siireye bagimli olarak verimi

negatif etkiledigi goriilmektedir. Enzimin substratt
tikettikten sonra herhangi bir etkisinin kalmadigi
anlagilmaktadir. Pektin verimi ise substrat

konsantrasyonuna bagli olarak artmaktadir. Siire ise pektin
verimini pozitif etkilemis O6zellikle, substrat miktar1 ile
beraber arttigindan verimin artmasini saglamistir. Bu
durum ekstraksiyon siiresine ve substrat konsantrasyonuna
bagli olarak diisik enzim aktivitesinin  pektin
ekstraksiyonu igin daha iyi oldugunu disiindiirmektedir.
Enzimin daha fazla pektin ekstraksiyonu i¢in NKnin

selilloz matrisiyle etkilesime girmesi ve parcalamasi i¢in
zamana ihtiyaci oldugundan, ekstraksiyon stiresindeki artig
pektin verimini olumlu yo6nde etkilemistir. Bununla
birlikte, uzun ekstraksiyon siiresi ise substratin enzime
asir1 maruz kalmasini, pektinin olast bozunmasina neden
olmakta ve verimi azaltmaktadir.

Pektin verimlerindeki farkliliklardan dolayr uygun
ekstraksiyon kosullarint bulmak igin veriler optimize
edilmistir. Optimizasyon sonucunda elde edilen kuadratik
model (kodlanmig degiskenlere gore) asagida (Esitlik 8)
verilmistir.

Y =542-0,61X1—0,05X2 + 1,86X3 —
0,34X1X2 + 0,73X1X3 + 0,14X2X3 — 1,27X1? —
0,02X22 — 0,55X32 8)

Pektin verimi modelinin yeterliligini ve uygunlugu i¢in
yapilan varyans analizinin (ANOVA) sonuglar1 Cizelge
3’de sunulmustur. Model uyum eksikligi gostermemis
(p>0,05), %95 giiven araliginda regresyon katsayisi
istatistiksel olarak onemli bulunmustur ve regrasyon
katsayisi (R?) 0,95°dir. Cizelge 2’de sunulan degerler Pred
R?’in Adj R? ile uyum i¢inde oldugunu, diisiik varyasyon
katsayis1 ve standart sapma degerleri deneylerin
duyarliliginin ~ yiiksek  ve  giivenilir  oldugunu
gostermektedir. Adequate precision degerinin ise 4’den
biiyiik olmasi, deneylerin duyarliliginin yiiksek, giivenilir
ve model se¢iminin uygun oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 3. Nar kabuklarindan enzimatik ekstraksiyon ile elde edilen pektin verimlerinin varyans analizi (ANOVA)
Table 3. Analysis of variance (ANOVA) of pectin yields obtained from pomagranate peel with enzymatic extraction

Kaynak Tahmini Kareler Serbestlik Karelerin F-degeri P-degeri
Katsay1 Toplami Derecesi Ortalamasi Prob>F
Model 5,42 43,90 9 4,88 22,09 <0,0001
Xi -0,61 0,47 | 0,47 2,13 0,18
X2 -0,05 0,01 | 0,01 0,06 0,81
X3 1,86 17,50 | 17,50 79,27 <0,0001
XXz -0,34 0,41 | 0,41 1,84 0,21
XiX3 0,73 1,91 | 1,91 8,65 0,01
XX;3 0,14 0,16 1 0,16 0,71 0,42
X2 -1,27 4,56 1 4,56 20,67 0,00
X2? -0,02 0,00 1 0,00 0,02 0,90
X532 -0,55 431 1 4,31 19,51 0,00
Residual 2,21 10 0,22
Uyum Eksikligi 1,57 5 0,31 2,45 0,17
Saf Hata 0,64 5 0,13
Toplam 46,11 19
R2: 0,95 Adj R%: 0,91 Pred R%0,72 Adeq Precision: 16,26 PRESS: 13,11 C.V.: %10,45 Std. Dev.: 0,47
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Icsel Studentiegtinimis Artikar

Sekil 1. Model yeterlilik grafikleri
Figure 1. Plots of adequacy of the model

Deney Numaras

Sekil 2 de farkli diyagnostik egriler ile model yeterliligi
ve dogrulugu degerlendirilmistir. Deneysel olarak bulunan
degerlere karsi ¢izilen tahmini degerler egrisi deneyler ile
tahmin edilen veriler arasinda iyi bir korelasyon oldugunu
gostermektedir. Icsel studentlestirilmis artiklara karsi
cizilen normal % olasilik egrisi normal bir dagilim
gostermekte ve herhangi bir sapma bulunmamaktadir;
ayrica deney numarasma karst  ¢izilen igsel
studentlestirilmis artiklar egrisi de tiim verilerin sinirlar
(#3) icinde kaldig1 gostermekte ve gelistirilen modelin
uygunlugunu dogrulamaktadir.

EDE ile NKlardan elde edilen pektinlerin verimlerine
etki eden bagimsiz degiskenler arasindaki etkilesim Sekil
2’de sunulan yanit yiizey ve kontur grafikleri ile
gosterilmektedir. Substrat 6,67 g/100 mL’de, enzim 0,06
U/mL’de ve siire 3 saatte sabit tutuldugunda sirasiyla en
yiiksek verimler %5,53 (0,09 U/mL ve 2,48 saat), %6,74
(9,99 g/100 mL ve 3,06 saat) ve %6,81 (0,09 U/mL ve 10
g/100  mL) olarak tespit edilmistir.  Substrat
konsantrasyonun verim iizerinde dnemli derecede etkisi,
enzim aktivitesinin ise verim iizerinde sinirh bir etkisi
bulunurken, ekstraksiyon siiresinin artmasi ile verimin
arttig1 goriilmektedir (Sekil 2).

NKdan EDE ile elde edilen pektin veriminin yiiksek
olmasi i¢in yapilan optimizasyonda program tarafindan
onerilen kosullar arasindan se¢ilen optimum kosullar (2,58
saat, 0,075 U/mL ve 9,99 g/100 mL) Cizelge 4 de

sunulmustur. Bu kosullar altinda yapilan ekstraksiyonda
%7,19 verimle pektin elde edilmistir (Cizelge 3) ve
program tarafindan tahmin edilen verimden daha yiiksek
bulunmustur.

Literatiirdeki ¢aligsmalar incelendiginde Gavlighi ve
ark. (2018) Cellic CTEec2 enzim ile NKdan %6,8 verim
ile pektin elde etmislerdir. NKdan geleneksel yontemler ile
farkli asitler kullanilarak %3,92-17,22 arasinda (sitrik,
siilfiirik ve hidroklorik asit) (Pereira ve ark., 2016, Abid ve
ark., 2016, Giizel ve Akpinar, 2019, Firat ve ark., 2023)
pektin elde edilmistir. Ultrason destekli ekstraksiyon ile
%10,69 (Firat ve ark., 2023) ve %4,23-24,18 (Moorthy ve
ark., 2015) verimle ve mikrodalga destekli ekstraksiyon ile
de %9,49 (Firat ve ark.,, 2023) verimle pektin elde
edilmigtir. Pektin veriminin secilen ekstraksiyon gore
degistigi goriilmekte olup sonuglar daha dnceki calismalar
ile benzerlik gostermektedir.

EDE ile farkli kaynaklarindan elde edilen pektin
verimleri incelendiginde; selulaz enzimi ile kivi ve
mandalina kabugundan %13,98 ve %33,73 (Ezerel, 2023),
yesil ¢ay yapragidan %8,5 (Zhang ve ark., 2020), enginar
kabugundan %?22,14 (Sabater ve ark., 2018), kivi
posasindan %4,48 (Yuliarti ve ark.,, 2015), kolza
tohumundan %6,85 (Jeong ve ark., 2014), balkabagmdan
%¢4,70 (Fissore ve ark, 2009) ve hindiba ile karnabahardan
%35’den fazla (Panouille ve ark., 2006) verimlerle pektin
elde edildigi rapor edilmistir.
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Sekil 2. Yanit yiizey ve kontur grafikleri
Figure 2. Response surface and contour graphs

Cizelge 4. Optimum kosullarda elde edilen deneysel ve tahmini pektin verimleri
Table 4. Experimental and estimated pectin yields obtained under optimum conditions.
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259
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Siire Enzim Substrat Deneysel Verim Tahmin Verim
(saat) (U/mL) (g /100 mL) (%) (%)
2,58 0,075 9,99 7,19+0,33 6,69
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Cizelge 5. Pektinlerin kimyasal ve ¢dziiniirliik 6zellikleri
Table 5. Chemical and solubility properties of pectins

NK Pektini Ticari Pektin
Kuru madde (%) 91,55+1,00 91,40+0,16
Kiil (%) 11,31+0,26° 14,48+0,20
Toplam seker (mg/mg) 0,82+0,047 0,47+0,05°
Indirgen seker (mg/mg) 0,10+0,017 0,08+0,00°
Protein (mg/mg) 0,05+0,00® 0,01+0,00°
EA (mg) 391,68+6,20° 684,32+15,00*
Metoksil (%) 11,05+0,19® 5,39+0,15°
AUA (%) 106,98+1,09 56,3340,29°
ED (%) 58,64+0,4272 54,3241,23b
Soguk suda ¢oziiniirliik +1 +2
Sicak suda ¢oziiniirliik +1 +2
Soguk alkalide ¢oziiniirliik +1 +2
Sicak alkalide ¢oziiniirliik +2 +2

Ay satirda farkli harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak Student t-testine gére birbirinden farklidir (p<0,05) +2 ¢6ziiniir, +1 kismen ¢oziiniir

Pektin kaynaginin verimi Onemli 6lgiide etkiledigi
goriilmektedir, bu ¢alismada bulunan pektin verimi kivi,
mandalina ve enginar kabugundan, yesil ¢cay yapragindan,
hindiba ve karnabahardan diisiik, kivi posasi, balkabagi ve
kolza tohumundan yiiksek bulunmustur.

Kuru Madde, Kiil, Toplam ve Indirgen Seker ve
Protein Icerigi

Optimum kosullarda ekstrakte edilen pektinin kuru
madde, kiil, seker (toplam ve indirgen) ve protein igerikleri
belirlenmis ve sonuglar Cizelge 5’de sunulmustur. EDE ile
elde edilen pektinin kuru madde icerigi %91,55 olarak
ticari pektine (%91,40) benzer, kiil icerigi ise daha diisiik
tespit edilmistir. Pektinlerin toplam seker miktart EDE ile
elde edilen pektinde 0,82 mg/mg, ticari pektin i¢in ise 0,47
mg/mg olarak, protein miktarlari ise sirasiyla 0,05 mg/mg,
ticari pektin de 0,01 mg/mg olarak bulunmustur. Pektinin
protein  igermesi  beklenmez, ancak proteinlerin
polisakkaritlerle birlikte ekstraksiyonu nedeniyle, pektin
az miktarda protein igerebilir (Anderson do ve ark., 2018).
Indirgen seker miktar1 ise EDE ile elde pektinde 0,10
mg/mg, ticari pektin de 0,08 mg/mg olarak bulunmustur.

Pektinin  ¢ozlniirligli  polimerizasyon  derecesi,
metoksil gruplarinin sayist ve dagilimi gibi faktdrden
etkilemektedir (Thakur ve ark., 1997). NK pektinin
sicak/soguk su ve sicak/soguk alkali iginde ¢oziiniirlikleri
ticari pektin ile karsilastirilarak Cizelge 5’de sunulmustur.
Ticari pektin; soguk ve sicak su ve alkalide ¢oziiniirken,
EDE ile elde edilen pektin soguk/sicak su ve soguk alkalide
kismen ¢oOziinmiis, sicak alkalide ise tamamen
¢Oziinmiistiir. Daha Onceki bir calismada da NKdan
geleneksel ekstraksiyon ile elde edilen pektinin alkalide
¢oziindiigii bildirilmistir (Glizel ve Akpinar, 2019).

EA, Metoksil ve AUA Igerigi ve ED

EA EDE ile elde edilen pektinde 391,68 mg ve ticari
pektinde 684,32 mg, metoksil igerikleri ise sirasiyla
%11,05 ve %5,39 olarak bulunmustur (Cizelge 5).
Metoksil igerigi pektinlerin siniflandirilmasinda 6nemli bir
kriterdir. Yiiksek metoksilli pektinler yiiksek seker
iceriginde jel olustururken, diisiik metoksilli pektinler
diisiik bir seker igeriginde jeller olusturabilmektedir. Daha
onceki calismalarda klasik ekstraksiyon yontemi
kullanilarak karpuz kabugunda %7,3 (Mamiru ve Gonfa,
2023), nar kabugunda %5,74 (Sar1 ve Birlik, 2020),

greyfurt kabugunda %13,43 (Tasan ve Akpinar, 2018) ve
kakao kabugunda %4,62-6,01 (fsmail ve ark., 2012)
metoksil icerigi rapor edilmistir. EDE ile kivi kabugu
pektininde %5,42, mandalina kabugu pektininde %3,56
(Ezerel, 2023), enginar atiklarindan elde edilen pektinde
%19,5 metoksil icerigi bildirilmistir (Sabater ve ark.,
2018). Calisma kapsaminda elde edilen pektinin metoksil
icerigi, literatiirdeki klasik ekstraksiyon ile elde edilen
greyfurt kabugu pektini hari¢ diger pektinlerden ve
enzimatik ekstraksiyonla elde edilen mandalina ve kivi
kabugu pektinlerinden yiiksek, enginar atiklar1 pektininden
ise diisiik bulunmustur.Pektinin AUA igerigi ve esterlesme
oran1 safligmin ve hangi gida ig¢in uygun oldugunu
belirlemede 6nemli bir faktordiir (Castillo-Israel ve ark.,
2019). AUA igerigi EDE ile elde edilen pektinin %106,98,
ticari pektinin ise %56,33 olarak bulunmustur. EDler ise
sirastyla %58,64 ve %54,32’dir. ED EDE ile NKdan elde
edilen pektin yiiksek metoksilli pektin oldugunu
gostermektedir. AUA  igerigi; pektinin  safligini
gostermekte olup (Castillo-Israel ve ark., 2015), Gida
Kodeksine gore, %65 den az olmamalidir (Food Chemical
Codex, 1996). Bu ¢alismada enzim desteki ekstraksiyonla
elde edilen pektinin AUA degeri %65 den biiyiiktiir. Daha
onceki caligmalarda; geleneksel ekstraksiyonla ali¢
meyvesinden, domatesten, karpuz kabugundan, elma
pliresinden, nar kabugundan ve ¢esitli muz kabuklarindan
elde edilen pektinlerin AUA igerikleri sirastyla %122,90,
%31,36-37,55, %72,36, %76,80, %68,64 ve %34,56-66,67
olarak bildirilmistir (Uysal ve Yildirim, 2014, Grassino ve
ark., 2016, Khamsucharit ve ark., 2018; Sar1 ve Birlik,
2020, Mamiru ve Gonfa 2023). Enzim destekli
ekstraksiyon yontemleri ile farkli kaynaklardan elde edilen
pektinlerin AUA igerigi kivi ve mandalina kabuklari
pektinde %45,76 ve %30,80 (Ezerel, 2023), seker pancart
kiispesi pektininde %64,5- 67,7 (Abou-Elseoud ve ark.,
2021) ve carkifelek meyvesi kabugu pektininde %68
(Vasco-Correa ve Zapata, 2017) olarak bulunmustur.
Literatiir ¢aligmalariyla karsilastirildiginda EDE ile
iretilen NK pektininin AUA igerigi ali¢ meyvesinden
diisiik, digerlerinden daha yiliksek bulunmustur. Farkli
kaynaklardan geleneksel ekstraksiyonda elde edilen
pektinlerin EDleri bal kabag1 kabuklar i¢in %54,87 (Isik,
2022), seker pancar1 kiispesi i¢in %60,6 (Abou-Elseoud ve
ark., 2021), elma kabugu i¢in %77,62, portakal kabugu i¢cin
%69,67, nar kabugu icin %56,74, kivi kabugu i¢in %84,72

1958



Keles and Akpinar / Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 14(7): 1952-1962, 2026

ve kavun kabugu i¢cinde %71,98 (Giizel ve Akpinar, 2019),
misket limonu kabugu i¢in %70,81-72,81 (HCI) ve
%85,62-87,34 (sitrik asit) (Rodsamran ve Sothornvit,
2019), kaju elmasi i¢in %76 (Tamiello-Rosa ve ark., 2019)
ve greyfurt kabuklart i¢in %59,06 (Tasan ve Akpinar,
2018) olarak oraninda belirlenmistir. EDE ile kivi ve
mandalina kabuklarinda elde edilen pektinlerin ise EDleri
%67,33 ve %65,69 olarak rapor edilmistir. Meyvenin tiirii,
olgunlasma derecesi ve ekstraksiyon yontemlerinin
pektinlerin ED’sini etkiledigi goriilmektedir.

Pektinlerin FTIR Spektrumlar:

FTIR analizi ile organik bilesiklerin yapilarmdaki
fonksiyonel gruplar, yapidaki baglarin durumu ve
baglanma yerleri belirlenmektedir. NKdan EDE ile elde
edilen pektinin dogrulugunu teyit etmek i¢in yapist FTIR
spektroskopisi ile incelenmis ve ticari pectinin spektrumu
ile karsilastirilmigtir.  Spektral veriler, pektin igin
literatiirde bildirilen karakteristik bolgeler karsilastirilarak
analiz edilmistir ve FTIR spektrumlarinda (Sekil 3) pektin
icin karakteristik piklerin varlig1 incelenmistir. Bunlar
polihidroksi gruplari i¢in karakteristik zirveler olan 3400-
3200 cm! (OH titresim bandi), 2940-2900 cm™ (C-H
gerilme bolgesi) (Giizel ve Akpmar, 2019), 1500-1800 cm!

110

100

400

(karboksilik asit ve karboksilik ester gruplart), 1730 ve
1600 cm'(esterlesmis ve esterlesmemis karboksilik asit
gruplart) (Singthong ve ark., 2004; Winning ve ark., 2009)
ve 950-1200 ¢cm™' (polisakkaritlere 6zgii "parmak izi"
bolgesi) pikleridir (Kalapathy ve Proctor, 2001). Sekil 3’te
bu bolgeler isaretlenmistir ve goriilecegi iizere EDE ile
elde edilen pektinin FTIR spektrumu pektinin karakteristik
piklerine sahipdir ve ticari pektinin spektrumuna benzerdir.
Sonuglar literatiirde farkli ekstraksiyonlar ile elde edilen
nar kabugu pektini (Giizel, 2017; Talekar ve ark., 2019;
Monica ve ark., 2024) ve literatiirde bulunan diger
pektinler (Hossain ve ark., 2024, Giizel ve Akpinar, 2019,
Uysal ve Yildirim, 2014) ile karsilagtirilmis bu ¢aligmada
bulunan pektinin literatiirde bulunanlar ile benzer
spekturma sahip oldugu goriilmiistiir.

FTIR spektrumlar sirasiyla esterlesmemis karboksilik
asit gruplarina ait iki bandmn varligin1 gostermektedir. Bu
gruplarinin yogunlugu arasindaki korelasyon, pektinlerin
EDlerinin FTIR ile kantitatif analizinin temelini
olusturmaktadir (Fracasso ve ark., 2018). NK pektininin ve
ticari pektinin FTIR spektrumunda bulunan 1740 cm™! ve
1630 cm™ de bulunan piklerin alanlar1 ile hesaplanan
EDlerin (Sekil 3), titrasyon yonteminde bulunan EDlere
benzer oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3. Pektinlerin FTIR spektrumlari (A: Nar kabugu pektini, B: Ticari pektin)
Figure 3. FTIR spectra of pectins (A: Pomagranate peel pectin, B: Commercial pectin)
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Bu calismada NKdan, gida endiistrisi i¢in dnemli bir
polisakkarit olan pektin enzimatik olarak elde edilmis,
ekstraksiyon kosullar1 optimize edilmis ve 6zellikleri ticari
pektinle karsilagtirilmigtir. Ekstraksiyon i¢in belirlenen
optimum kosullar (0,075 U/mL enzim aktivitesi, 9,99 g
nar/100 mL substrat konsantrasyonu ve 2,58 saat) altinda
%7,19 verimle pektin ekstrakte edilmistir. Pektinin
EDsinin  yiiksek ve c¢Oziniirligliniin iyi oldugu
bulunmustur. Calismada kullanilan enzimatik ekstraksiyon
¢evre dostu bir yontem olup, asidik ¢dzelti gereksinimini
ortadan kaldirmakta, diisiik sicakliklarda ekstraksiyon
islemini ile daha 1liml1 kosullarda pektin elde edilmektedir.

Sonug olarak bir¢ok dnemli biyoaktif bilesen i¢eren nar
kabuklar1 pektin iiretiminde de potansiyel bir kaynak
olarak degerlendirilebilir ve jellestirici, emiilgator ve
kivam artirici olarak biyouyumlu ve biyobozunur bir
polimer olarak gida ve gida dist endiistrilerde
kullanilabilir. Ayrica bu c¢alisma sonuglar1 enzimatik
pektin ekstraksiyon yontemi, nar kabuklarinin katma
degeri yiiksek bilesiklere doniistiiriillmesi ve gida

atiklarinin  siirdiiriilebilir bir sekilde degerlendirilmesi
konularinda literatiire de katki saglamistir.

Beyanlar
Etik Onay Belgesi

Bu c¢alismada
bulunmamaktadir.

etik onay Dbelgesine ihtiyag

Yazar Katki Beyani

Halenur Keleg: Veri toplama, arastirma, analiz ve
orijinal taslagin hazirlanmasi

Ozlem  Akpinar: Arasgtirmanin
metodoloji, bulgularin degerlendirilmesi
yazimini ve diizenlenmesini gerceklestirmistir

tasarlanmasi,
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Cikar Catismasi

Yazarlar bu arastirma makalesinde herhangi bir kisi
ve/veya kurum ile ¢ikar catigmasit olmadigmi beyan
etmektedir.
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