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OZET

KECIBOYNUZU (Ceratonia siliqua L.) MEYVESINDEN D-PINITOL
EKSTRAKSIYONU UZERINE ARASTIRMALAR

Hatice Reyhan OZIYCi

Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Mustafa KARHAN
Haziran 2014, 115 sayfa

Insiilin benzeri bir etkisi olan D-pinitol, son yillarda insiilin mekanizmasiyla
iligkilendirilen bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilabilecegi belirtilen, umut vadeden
fonksiyonel bilesiklerinden birisi olarak goriilmektedir. Bu nedenle, D-pinitoliin
zenginlestirilmesi ve saflastirilmasina yonelik bilimsel ¢alismalar popiiler hale gelmeye
baslamistir.

D-pinitolii gida takviyesi olarak tireten firmalar esas olarak bu bilesigi igeren gida
matrikslerinden uygun saflastirma teknikleriyle ayristirmakta ve yiiksek saflikta D-pinitol
elde etmektedir. Halihazirda bu amaca yonelik en ¢ok tercih edilen yontemler olan iyon
degistirici regineler, aktif komiir kromatografileri ve solvent ekstraksiyonu yontemleridir.
Ancak bu tekniklerin uygulanabilirlik a¢isindan zor ve yiiksek maliyetli olusu treticileri
bu amagla kullanilabilecek yeni teknikler aramak zorunda birakmustir.

Son yillarda, yiiksek oranda D-pinitol igerigine (% 5-7) sahip olan kegiboynuzu
(Ceratonia siliqua L.) meyvesinden bu bilesigin elde edilmesine yonelik birgok arastirma
yapilmaya baglanmistir. Bu ¢alismada enzim uygulama, sicak durultma, CaO uygulama,
ultrafiltrasyon, etanol fermentasyonu ve kristalizasyon gibi teknikler uygulanarak D-
pinitoliin keciboynuzu ekstraktinda zenginlestirilmesi hedeflenmistir. Ayrica proje
kapsaminda yer almayan kademeli ultrafiltrasyon, nanofiltrasyon ve solvent
ekstraksiyonu teknikleri de uygulanarak bu tekniklerin D-pinitol konsantrasyonu {izerine
etkileri aragtirllmistir. Elde edilen bulgulara gore; ke¢iboynuzu ekstraktindan D-pinitoliin
zenginlestirilmesinde ozellikle etanol fermentasyonu oncesinde uygulanan invertaz
enziminin Saccharomyces cerevisiae mayasimin metabolik faaliyetlerini artirdigi,
dolayisiyla bu metabolik faaliyet sonucu agiga ¢ikan serbest D-pinitol molekiiliiniin
konsantrasyonunda da artis meydana geldigi goriilmiistiir.

Ote yandan, kademeli ultrafiltrasyon ve etanolik solvent ekstraksiyonu ile
kombine edilen zenginlestirme tekniklerinin tez kapsaminda belirtilen diger tekniklere
gore daha basarili oldugu ve keciboynuzu ekstraktinda bulunan D-pinitoliin
konsantrasyonunun baslangi¢ seviyesine gore yaklasik 3.5 kat arttigir gézlemlenmistir.
Ayrica yapilan kiigiik bir membran filtrasyon deneyi ile de, ultrafiltrasyondan ziyade
nanofiltrasyon tekniginin kullanilmasinin bu matriksten D-pinitoliin
zenginlestirilmesinde daha etkili oldugu ortaya konulmustur. Nitekim 5 kDa ayirma
sinirindaki membran filtre kullanildiginda filtrasyon sonunda elde edilen kegiboynuzu
ekstraktinin permeat (21.69 g/L) ve retentat (22.35 g/L) kisimlarinda D-pinitol
konsantrasyonu agisindan 6nemli bir farklilik meydana gelmemistir. 2 kDa’luk membran



filtre kullanildiginda ise kegiboynuzu ekstraktinda bulunan D-pinitoliin 6nemli bir
kisminin retantat (17.69 g/L) kisminda kaldig1, ¢cok az bir kisminin da permeat kismina
gectigi (5.79 g/L) goriilmiistiir. Sonug olarak; tez kapsamindaki zenginlestirme
metotlarina ilave olarak farkli metotlarin da kullanilmasiyla yapilan denemelere gore
kegiboynuzu ekstratindaki baslangi¢ta bulunan D-pinitol seviyesi 2-3.5 kat oraninda
artirllmigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Kegiboynuzu, D-pinitol, zenginlestirme, invertaz, etanol
fermentasyonu, membran filtrasyon
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ABSTRACT

INVESTIGATIONS on D-PINITOL EXTRACTION from CAROB (Ceratonia
siliqgua L.) POD

Hatice Reyhan OZIiYCI

PhD Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa KARHAN
Haziran 2014, 115 pages

D-pinitol, an insulinomimetic compound which has a potential use for curing of
diseases associated with insulin metabolism, is one of the promising functional
compounds. Hence, scientific studies intended for enhancement and purification of D-
pinitol, have become popular.

Manufacturers, producing D-pinitol as a dietary supplement, extract this
compound mainly with suitable purification techniques from the rich food matrixes and
obtain high-purity D-pinitol. At present, the most favourite techniques are ion exchange
resins, active charcoal chromatography and solvent extraction. However, due to the high
cost and difficulties in applicability, manufacturers have had to look for new techniques
that can be used for this purpose.

In recent years, many researches have been made about obtaining D-pinitol from
carob (Ceratonia siliqua L.) fruit, which has a rich content (5-7 %) for it. In this study,
techniques such as enzyme treatment, hot clarification, CaO treatment, ultrafitration,
ethanol fermentation and crystallization were performed to enhance the D-pinitol content
of the carob extract. Besides, some other techniques (fractional ultrafiltration,
nanofiltration and solvent extraction), which were not within the project, were also
investigated for the aim of enhancing the D-pinitol. According to the results; especially
invertase enzyme treatment before the ethanol fermentation stage increased the metabolic
activity of Saccharomyces cerevisiae yeast. Therefore, the concentrations of the free D-
pinitol molecules in the carob extract increased depending on this metabolic activity.

On the other hand, enhancement application which was combined with fractional
ultrafiltration and solvent extraction with ethanol was found to be more successful than
other applications mentioned in this study and an approximate increase of 3.5 - fold in D-
pinitol concentration of carob extract was observed when compared to the initial
concentration. It has also been demonstrated by a small test that nanofiltration rather than
ultrafiltration was more effective in enrichment of D-pinitol in this matrix. Thus, the
permeat (21.69 g/L) and retentate (22.35 g/L) compositions in respect to D-pinitol were
not significantly different from each other when the membrane filter with a 5 kDa-
molecular weight cut-off (MWCO) was used. But, when the membrane filter with a 2
kDa-MWCO was used, most of the D-pinitol molecules couldn’t pass the membrane
therefore the D-pinitol concentration of the retentate (17.69 g/L) was higher than the
permeat (5.79 g/L). Consequently, a concentration increment in the range of 2-3.5-folds



occurred by using the enhancement techniques stated in this study and other techniques
added later on to the study.

KEYWORDS: Carob, D-pinitol, enhancement, invertase, ethanol fermentation,
membrane filtration
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ONSOZ

Halkal1 seker alkolleri ve tiirevleri, potansiyel farmakolojik 6zelliklerinden dolay1
bir¢ok arastiricinin dikkatini ¢eken bilesiklerdir. D-pinitol baklagil familyasina ait birgok
bitkide yaygin olarak bulunan ve chiro-inositoliin metilenmis formu (3-O-metil D-chiro-
inositol) olan halkal1 yapida bir seker alkoliidiir. insiilin-benzeri bir etkiye sahip oldugu
belirtilen bu bilesigin herhangi bir toksisitesi ve yan etkisi bulunmadig1i ve insan
beslenmesinde kullanildiginda diger karbonhidratlarda oldugu gibi ilave bir kalori
saglamadigi bildirilmektedir.

Bilimsel arastirmalar besinlerle viicuda alinan D-pinitoliin sadece iigte birlik bir
kisminin D-pinitol gibi fonksiyonel olan D-chiro-inositol formuna doniisebildigini
gostermektedir. Bu nedenle bu bilesigin disaridan besinlerle alinmasi gerektigi
goriilmektedir. Insiilin-benzeri etkisi nedeniyle de glukoz metabolizmasini gelistirmede
mitkemmel bir yardimc1 madde olacag diisiiniilen D-pinitol gida takviyeleri
endiistrisinde lizerinde oldukca fazla arastirma yapilan bir bilesik haline gelmistir.

D-pinitoliin yiiksek saflikta elde edilmesinde genellikle bilesigi igeren bitkisel
kaynaklarin farkli zenginlestirme ve saflastirma tekniklerine tabi tutulmasindan
yararlanilmaktadir. Ancak bu tekniklerin pahali ve uygulamada zor olmasi ve istenen
hedefe ulasabilmek i¢in ¢ok fazla teknik kullanilmasi gerekliligi elde edilecek {iiriiniin
maliyetini artirmaktadir. Dolayisiyla devamli olarak D-pinitol bakimindan zengin olan
kaynaklardan daha basit yollarla D-pinitol elde edilmesine yonelik arastirmalar
yapilmaktadir.

Ticari olarak D-pinitol elde edilmesinde genel olarak iyon degistirici regine
kullanimi, aktif komiir kromatografisi, solvent ekstraksiyonu gibi pahali teknikler tercih
edilmekte ve materyal olarak da soya fasulyesi kullanilmaktadir. Oysaki soya fasulyesine
gore daha yiliksek D-pinitol igerigine sahip olan keciboynuzunun bu amacla
kullanilmasina ve bu meyveden elde edilecek D-pinitol igin aragtirmalar yapilmasina
yakin zamanda baslanmistir. Dolayisiyla bu meyve ve meyveden elde edilecek D-pinitol
tizerine farkli tekniklerin etkisinin daha ayrintili bir sekilde arastirilmasi gerekmektedir.
Bu calismadan elde edilen bulgularin ayn1 konuda arastirma yapacak diger arastiricilara
151k tutacag ve endiistriyel agidan meyvenin bu yoniiyle daha da degerli hale gelecegi
diistiniilmektedir.

Bana bu konuda calisma olanagi veren ve benden destegini esirgemeyen
danigsmanim Sayin Prof. Dr. Mustafa KARHAN’a, caligmalarim esnasinda degerli
fikirleriyle beni ydnlendiren Saym Dog. Dr. Irfan TURHAN ve Sayin Dog. Dr. Nedim
TETIK e, kurutma analizi igin sistemlerini kullanmama miisaade eden Saymn Prof. Dr.
Ayhan TOPUZ ve Sayin Prof. Dr. Ahmet KUCUKCETIN’e ve bu analizde yardimlarini
gordiigiim Saym Ars. Gor. Ismail TONTUL ve Saym Gida Miihendisi Aysen Giiher
GUNDES’e, etanol fermentasyonunu ve fermentasyon sonrasindaki analizleri
gerceklestirmemde yardimci olan Sayin Gida Yiiksek Miihendisi Ercan YATMAZ’a ve
Sayin Ars. Gor. Mustafa GERMEC e, proje kapsaminda diger bazi analizlerde katkilar
bulunan Saym Dr. Asli ARSLAN KULCAN ve Saym Gida Yiiksek Miihendisi TUBA
AKKOYUN’a, projeyi destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi’ne, bu siire¢te maddi ve manevi destegini benden hi¢ esirgemeyen



ve beni yalniz birakmayan hayat arkadasim, esim Hilmi OZIYCI’ye, mutluluk kaynagim
biricik kizim ilknur Aylin OZIYCi’ye ve yogun ¢aligma siirecimde benden desteklerini
esirgemeyen anne-babalarimiza ¢ok tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

A Angstrom

°Baume Swvilarin yogunlugunu 6l¢mede kullanilan skala
°Bx Sulu bir ¢ozeltinin sakkaroz cinsinden seker igerigi
°C Celsius

dm? Desimetrekiip

g Gram

kDa Kilo Dalton

kg Kilogram

L Litre

m Metre

m? Metrakare

mL Mililitre

mm Milimetre

u Mikro

nm Nanometre

rpm Revolutions per minute

% T % Transmittance

U Unit

Kisaltmalar

AIDS Acquired immunodeficiency syndrome

C Ca0 ile muamele sonrasi

CYM Cevap yiizey metodu

D Durultma sonrasi

DCI D-chiro-inositol

DPPH 1 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

E Ekstraksiyon sonrasi

EMP Embden-Meyerhof-Parnas

F Fermentasyon sonrasi

FE Evaporasyon sonrast

HDL High density lipoprotein

HPLC High performance liquid chromatography
IE Invertaz uygulanan; ekstraksiyon sonrasi
ID Invertaz uygulanan; durultma sonrasi

U Invertaz uygulanan; ultrafiltrasyon sonrasi
IF Invertaz uygulanan; fermentasyon sonrasi
IFE Invertaz uygulanan; evaporasyon sonrasi
LBG Locust bean gum

LDL Low density lipoprotein

M/G Mannoz/glukoz orani

MF Mikrofiltrasyon

Ml myo-inositol

MIPS L-myo-inositol 1-fosfat sentaz

NAD?* Nikotinamid adenin dintikleotit



NADP
NF
N°-met-THF
PES
PGNU
RO
SAM
SAH
SCKM
STZ
TA
TKM
U

UF
uv
w/w
wi/v
viv
VLDL

Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
Nanofiltrasyon
N®-metil-tetrahidrofolat
Polietersiilfon
Poligalakturonaz

Reverse osmosis

S-adenozil metiyonin
S-adenozil homosistein
Suda ¢oziiniir kuru madde
Streptozotosin

Toplam asitlik

Toplam kuru madde
Ultrafiltrasyon sonrasi
Ultrafiltrasyon

Ultra viyole

Weight/weight
Weight/volume
Volume/volume

Very low density lipoportein

Vi
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GIRIS Hatice Reyhan OZIYCI

1. GIRIS

Bilimsel arastirmalar diyetlerle aliman gidalarin degisik viicut fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip oldugunu gostermektedir. Bu nedenle gidalarin
icerdikleri fonksiyonel bilesiklerin bazi hastaliklarin azaltilmasinda/olusumunun
onlenmesinde etkili olabilecegine dair birgok in vivo ve in vitro ¢alisma yiiriitiilmektedir.
Elde edilen bulgular nedeniyle de bu fonksiyonel bilesiklerin gida takviyesi olarak giinliik
diyetlerde alimmna yonelik bir egilim gelismektedir. Bu bilesiklerin elde edilmesi
kimyasal veya molekiiler tekniklerle sentezlenebilmeleriyle miimkiin olabilecegi gibi bu
bilesikleri ihtiva eden gida matrikslerinden uygun tekniklerle ayristirtlmalart ile de
saglanabilmektedir. Ancak kimyasal veya molekiiler tekniklerle ilgili bilesikleri
tiretmenin hem ¢ok zor hem de maliyetli olusu {ireticileri bu bilesiklerce zengin gida
matrikslerini kullanma ve uygun tekniklerin belirlenmesi ile ilgili fonksiyonel bilesigin
elde edilmesi yoluna itmektedir.

Son yillarda fonksiyonelligi yapilan birgok arastirma ile ortaya konan
bilesiklerden birisi de D-pinitol olmustur. D-pinitol 6zellikle insiilin benzeri bir etkiye
sahip oldugu i¢in (Bates vd 2000) insiilinin insan viicudundaki temel mekanizmasiyla
iligkili bircok hastaligin tedavisinde de yararlanilabilecek potansiyel bir bilesik haline
gelmistir. Dolayistyla bu bilesigin gida takviyesi amaciyla kullanilabilmesi i¢in farkl
kaynaklardan ekstrakte edilebilmesi veya iiretilebilmesine ydnelik bircok arastirma
yapilmuistir.

D-pinitoliin ekstraksiyonu amaciyla en ¢ok kullanildig1 kaynak soya fasulyesi
olmustur. Dolayisiyla bu bilesigin soya fasulyesinden yiiksek saflikta elde edilmesine
yonelik degisik caligmalar tanimlanmis ve bu ¢caligsmalardan elde edilen bulgular da patent
altina alimmustir (Streeter 2001; Shin vd 2003). Ancak soya fasulyesinde bu bilesigin % 1
(kuru agirlik) diizeyinde olmasi (Phillips vd 1982), zenginlestirme ve saflagtirma
caligmalarinin ayn1 bilesigi daha yiiksek oranda igeren baska materyallerin de
arasgtirtlmas1 konusunu giindeme getirmistir. Bu kapsamda bilesiminin % 5-7’sini D-
pinitoliin olusturdugu (Baumgartner vd 1986; Tetik vd 2011b) ke¢iboynuzu meyvesi de
bu ¢aligmalarda kullanilmaya baslamistir (Camero ve Merino 2004).

D-pinitol ve tiirevlerinin yiiksek saflikta elde edilmesine yonelik giincel
caligmalarin pek ¢ogu birden fazla saflastirma asamasi kullanmaktadir. Bu asamalarda
yaygin olarak kullanilan islemler ise mikrobiyal fermentasyon, iyon degistirme
recinelerinin kullanimi, aktif komiir ile afinasyon, solvent ekstraksiyonu gibi pahali ve
uygulanmasi zor olan tekniklerdir. Uygulanan teknigin kompleks olusuna bagli olarak da
son Urliniin maliyeti o oranda artmaktadir. Dolayisiyla bu anlamda degerlendirildiginde
D-pinitoliin, zengin oldugu bir materyalden daha kolay ve ucuz tekniklerle elde edilmesi
onemlidir.

Bu tez ¢alismasinda kegiboynuzu meyvesinden D-pinitol ekstraksiyonu iizerine
farkli iglemlerin etkisi incelenmistir. Bu kapsamda enzim uygulama, sicak durultma, CaO
uygulama, ultrafiltrasyon, etanol fermentasyonu, Kkristalizasyon ve etanolik solvent
ekstraksiyonu gibi farkli teknikler denenerek bu tekniklerin kegiboynuzu ekstraktinda
bulunan D-pinitoliin ekstraksiyonunu kolaylastirmadaki etkileri arastirilmistir.
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2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

2.1. Keciboynuzu Meyvesinin Fiziksel Yapisi, Yetisme Kosullar1 ve Uretildigi
Ulkeler

Kec¢iboynuzu (Ceratonia siliqgua L.) Rosales takimi Leguminosae (Fabaceae)
familyasinin Caesalpinioideae alt familyasina ait ¢ok yillik bir bitki cinsidir (Batlle ve
Tous 1997). Meyve eti (% 80-90) ve gekirdek (% 10-20) kisimlarindan olusan
(Naghmouchi vd 2009; Tetik vd 2011a) ke¢iboynuzu diiz veya kivrik yapidadir ve
genellikle 10-30 cm uzunluga, 1.5-3.5 cm genislige ve 1 cm kalinliga sahiptir (Sekil 2.1).

Sap B

Meyvenin uzunlugu

Kalinhk
ORIEN e

) I
Cekirdek @ Genislik

Cekirdegin uzunlugu

. Tepecik

Sekil 2.1. Ke¢iboynuzu meyvesinin énemli kisimlari: Meyve eti (A ve B), Cekirdek (C)
(Batlle ve Tous 1997)

Meyve yiizeyi kirisik goériinlimliidiir ve olgun meyvelere dokunuldugunda derimsi
bir izlenim birakmaktadir. Meyve eti perikarp olarak adlandirilan derimsi dis tabaka ve
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mezokarp olarak adlandirilan yumusak i¢ bolgeden olugsmaktadir. Cekirdekler meyvede
enine olusur ve mezokarp tabakasindan ayrilir. Cekirdekler genellikle oval-dikdortgen
seklindedir ve boyutlar1 da 8-10 mm x 7-8 mm X 3-5 mm (uzunluk-genislik-kalinlik)
civarindadir (Sekil 2.1) (Batlle ve Tous 1997).

Keciboynuzu her dem yesil olan bir bitkidir. Soguk olmayan, baharlar1 hafif sicak,
yazlari ise hafif yagmurlu ve sicak bir iklim 6zelligine sahip olan Akdeniz ikliminde iyi
geligir. Olgun agaclarin soguk zarar1 gérmemesi gerekir. Bu nedenle bitki ancak -
7°°C’den diisiik olmayan kis sicakliklarina karsi dayanabilmektedir (Zografakis ve
Dasenakis 2000). Her ne kadar ke¢iboynuzu agaci yazlari 40 °C’nin lizerinde seyreden
sicak havaya ve esen kuru riizgarlara kars1 dayanikli da olsa hasat edilecek meyvenin
ticari kalitesi igin yeterli diizeyde yagis almalidir (Rachie 1979).

Keciboynuzunun sicaklik istegi ortalama 24 °C olup 6zellikle 30-45 °C araliginda
1yi gelisim gosterdigi ifade edilmektedir. Glinlimiizde kegiboynuzunun yayilis gosterdigi
alanlarin yillik sicaklik ortalamasi genellikle 20 °C’nin lizerindedir (Bkz. EK-1). Kuzey
yarim kiirede meyvenin olgunlasmaya baslamas1 Haziran-Temmuz aylarinda olmakta ve
sicakliklar ortalama 26-35 °C’yi bulmaktadir. Giiney yarim kiirede ise Ocak-Subat aylari
meyvenin olgunluk siirecinin baslangicidir ve bu donemde sicakliklar ortalama 29-30
°C’dir (Grados ve Cruz 1996). Bitki dona kars1 oldukg¢a duyarlidir ve bu durum verime
yansimaktadir. Sicaklik ve 1s1k istegi yiiksek olan bitkinin meyvesi, ideal sicaklik
kosullarina kavustugu yerlerde o derece iyi kaliteye sahip olmaktadir. Bu kapsamda,
Tiirkiye’de kuzeye dogru gidildikge Izmir civarinda ¢ali formunu almakta (Giinal 1998),
Hirvatistan’in Adriyatik kiyilarindan uzaklastik¢a ise meyveler kiictilmektedir.

Bitki, kurakliga kars1 olduk¢a dayanikli olup, olduk¢a derinlere inen (20 — 25 m)
kok sistemine sahiptir. Bu sayede siddetli kurakliklarin yasandigi donemlerde bile meyve
verebilmektedir. Bitkinin gelisebilmesi i¢in yillik ortalama 500 — 600 mm yagis ideal
olmakla birlikte meyvenin olusabilmesi i¢in en az yillik 350 mm yagis almasi
gerekmektedir (Grados ve Cruz 1996; Batlle ve Tous 1997; Demirtas 2007).
Kec¢iboynuzunun 151k isteginin yiiksek olmasi, bulutlu giin sayisinin az olmasina baghdir.
Buna bagli olarak su ihtiyacim1 karsiladigi yagish giinlerin kisalmasi ise oldukca
onemlidir. Nitekim yagish giin sayisi, Mersin’de 72.2, Antalya’da 77.3, Mugla’da 96.3
ve Adana’da 81.6 giin olarak belirlenmistir (Tasligil 2011).

Bitkinin gelismesi agisindan en ideal toprak yapisi nétr, asit diizeyi diigiik ve hafif
biinyeli olan toprak yapisidir. Bitki ayrica ¢ogunlukla kumlu topraklarda iyi gelismektedir
(Tasligil 2011). Ayrica yiiksek kireg i¢erigine sahip kalkerli topraklarda da iyi gelisebilir.

Bitkinin tuza karsi toleransi da oldukea iyidir. Nitekim Winer (1980) yaptigi
calismada bitkinin % 3’e varan diizeyde NaCl iceren topraga tolerans gosterebildigini
tespit etmistir. Derin olmayan tasli toprak alanlarda kec¢iboynuzu agacinin boyutu ve
tiretkenligi azalabilmektedir (Batlle ve Tous 1997).

Diinyada kec¢iboynuzu meyvesinin {iretimini ve ihracatini yapan en 6nemli iilkeler
olan Italya, Ispanya, Portekiz, Yunanistan ve Fas’in 2011 yil1 yillik iiretim kapasiteleri
sirasiyla 44,749 ton, 38,380 ton, 31,067 ton, 20,901 ton ve 20,489 ton olarak bildirilmistir
(Sekil 2.2 ve 2.3) (Zografakis ve Dasenakis 2000; Anonymous 2013a, 2014a). Ispanya
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genel olarak diinyada kegiboynuzu iiretimi ve ihracatinin en ¢ok yapildigi iilke olmakla
birlikte Gida ve Tarim Organizasyonu tarafindan bildirilen 2011 y1l1 verilerine gore yillik

iiretim kapasitesinde Italya’nin gerisinde kalmistir.

Sekil 2.2. Diinyada kegiboynuzunun iiretildigi bolgeler (Zografakis ve Dasenakis 2000)

Tiirkiye ise, artan iiretim miktar1 ve lriin kapasitesi ile bu tilkeleri altinci sirada
takip etmektedir. Nitekim 2008 yilinda Tiirkiye’nin kegiboynuzu yetisen toplam alani
2,850 hektar ve bu alanlardan elde edilen toplam {iriin miktar1 12,097 ton iken, 2011
yilinda toplam alan 2,910 hektara ve bu alanlardan elde edilen toplam {iriin miktar1 ise

13,972 tona ulagmistir (Anonymous 2013a).

Keciboynuzu Uretim Miktari - Ton
(Son verilere gire en ¢ok iiretimini yapan iilkeler)

50.000

Ke¢iboynuzu

Sekil 2.3. Diinyada kegiboynuzu iiretimi yapan baslica tilkeler (Anonymous 2014a)

2.2. Keciboynuzu Meyvesinin Kimyasal Kompozisyonu

Kec¢iboynuzu meyvesinin kimyasal kompozisyonu bir¢ok arastirmaci tarafindan
calisiimistir (Avallone vd 1997; Yousif ve Alghzawi 2000; Kumazawa vd 2001; Biner vd
2007; Ozcan vd 2007; Khlifa vd 2013; Oziyci vd 2014). Yapilan caligmalar
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incelendiginde Ozellikle meyvenin sekerler ve mineral maddeler acgisindan zengin bir
icerige sahip oldugu goriilmektedir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Kegiboynuzu meyvesinin kimyasal kompozisyonu

Parametre Konsantrasyon (g/100g)
Nem 5.29-11.07

Protein 2.74-6.00

Yag 0.23-1.15

Diyet lifi 6.90-10.99

Tanen 3.15-4.37

Toplam kiil 2.79-2.99

Toplam seker 45.00-71.90

Siklik seker alkolleri 3.6-12.6

KAYNAK: (Avallone vd 1997; Yousif ve Alghzawi 2000; Kumazawa vd
2001; Camero ve Merino 2004; Biner vd 2007; Ozcan vd 2007; Khlifa vd
2013; Youssef vd 2013)

Kegiboynuzundaki baskin sekerler sakkaroz (29.9-38.4 g/100 g), glukoz (3.3-3.72
9/100 g) ve fruktozdur (5.58-11.5 g/100 g) (Avallone vd 1997; Biner vd 2007). Bu
sekerlerin haricinde meyvede ksiloz ve maltoz gibi diger sekerler de az miktarda
bulunmaktadir (Petit ve Pinilla 1995).

Literatiirde keg¢iboynuzundaki baskin sekerlerin konsantrasyonlarinda meyve
tipine gore degisim meydana geldigi ifade edilmektedir. Nitekim Biner vd (2007)’nin asili
ve yabani kegiboynuzu tiplerinin seker profili izerine yaptiklari arastirmada her iki tipte
de hakim sekerlerin sakkaroz, fruktoz ve glukoz oldugu bildirilmistir. Bu sekerlerden
sakkaroz ve fruktozun asili tiplerde (38.4 g/100 g-sakkaroz ve 11.5 g/100 g-fruktoz)
yabani tiplere (29.9 g/100 g-sakkaroz ve 10.2 ¢/100 g-fruktoz) gore daha yiiksek
konsantrasyonda, glukozun ise daha diisiik konsantrasyonda bulundugu (3.3 g/ 100 g-asili
ve 3.68 g/100 g-yabani) tespit edilmistir. Turhan (2014)’1n farkli keg¢iboynuzu tiplerine
ait seker profilleri ile D-pinitol konsantrasyonlar1 arasindaki iligkiyi inceledigi ¢aligmada
ise asil1 ke¢iboynuzu meyvelerinin yabani tiplere gore daha yliksek oranda sakkaroz (43.7
9/100 g-asil1, 35.5 g/100 g-yabani) ve daha diisiik oranda glukoz (9.2 g/100 g-asili ve 9.78
g/100 g-yabani) ve fruktoz icerigine (5.73 g/100 g-asili ve 6.45 g/100 g-yabani) sahip
oldugu belirtilmistir.

Seker igeriginin yanm1 sira mineral madde (% 1-6) icerigi ile de dikkat ¢eken
keciboynuzunda bu mineral maddelerden 6zellikle kalsiyum, potasyum, magnezyum,
sodyum, fosfor ve demirin énemli miktarda bulundugu bildirilmektedir (Cizelge 2.2)
(Ozcan vd 2007; Oziyci vd 2014). Meyvenin mineral madde konsantrasyonu sicaklik
(Cruz vd 1993), kuraklik (Nunes vd 1992), sulama ve asilama (Correia ve Martins-
Lougao 1997), tuzluluk (EI-Dengawy vd 2011) vb. gevresel faktorlere bagli olarak
degisim gosterebilmektedir.
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Cizelge 2.2. Kegiboynuzunda bulunan bazi mineral maddeler

Mineral Madde Konsantrasyon (g/100 g; Yas

agirhk)
Potasyum 45.69-148.24
Magnezyum 8.63-9.63
Fosfor 7.71-32.62
Sodyum 1.06-7.58
Kalsiyum 11.23-29.11
Mangan 0.03-0.54
Bakir 0.03-0.27
Demir 0.21-2.56
Cinko 0.05-0.13

KAYNAK: (Ozcan vd 2007; Khlifa vd 2013; Youssef vd 2013)

Kec¢iboynuzunun polifenol icerigi ve antioksidan aktivitesi ilizerine de bazi
arastirmalar yapilmistir. Papagiannopoulos vd (2004) ke¢iboynuzunun 44.82 mg/100 g
diizeyinde ekstrakte edilebilir toplam fenolik madde igerdigini ve bu maddelerin genel
olarak gallik asit, hidrolize edilebilir tanenler, kondanse tanenler, flavonol-glikozidler ve
iz miktarda da izoflavonoidlerden olustugunu bildirmistir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Kegiboynuzunda* bulunan baz1 polifenolik bilesikler (mg/100g)

Gallik asit 17.41
Hidrolize edilebilir tanenler 2.63
Kondanse tanenler 1.48
Mirisetin tlirevleri 17.11
Kuersetin tiirevleri 5.33
Kaempferol tiirevleri 0.86

*. Meyvenin ¢ekirdekleri c¢ikarilmasiyla elde edilen meyve eti kismi, KAYNAK:
(Papagiannopoulos vd 2004)

Uretim isleminin keciboynuzu ve keciboynuzundan iiretilecek farkli iiriinlerin
(keciboynuzu gami ve surubu) fenolik madde miktar1 iizerine de etkili oldugunu ifade
eden Papagiannopoulos vd (2004) (Bkz. EK-2), meyvedeki polifenolik maddelerin
cogunlugu meyve eti kisminda yer aldigini tespit etmistir. Ke¢iboynuzu gaminin ise genel
olarak meyve etinde bulunan polifenolik bilesiklerle benzer bir kompozisyondan ancak
daha diislik konsantrasyonda bulundugunu, keciboynuzu surubunda ise esas olarak gallik
asit tespit ettiklerini bildirmistir.

Kumazawa vd (2001) yaptiklar1 ¢alismada degisik antioksidan aktivite belirleme
metotlar1 (B-karoten agartma ve 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal
yakalama vb.) kullanarak kec¢iboynuzunun antioksidan aktivitesini belirlemistir.
Keciboynuzundan elde ettikleri kaba polifenolik fraksiyon B-karotenin renksizlesmesine
kars1 katesin ve prosiyanidinler gibi giiclii onleyici etki gostermis (Bkz. EK-3 Sekil 7.1)
ancak DDPH metodunda ise gercek polifenolik bilesiklerin ayni konsantrasyonlariyla
kiyaslandiginda daha diisiik antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Bkz.
EK-3 Sekil 7.2).
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Youssef vd (2013) kegiboynuzunun kimyasal kompozisyonu iizerine
gerceklestirdikleri calismada meyvenin yag asitleri (Cizelge 2.4) i¢erigini incelemislerdir.
Analizler meyvenin etli kismmin ogitiilmesiyle elde edilen keciboynuzu tozunda
gerceklestirilmistir.

Cizelge 2.4. Ke¢iboynuzunun yag asidi kompozisyonu (Toplam yag asidi - %)

Yag Asitleri Karbon Zinciri (T(,;:)[)’lam Yag Asitleri
Laurik asit C12:0 0.75
Mirisitik asit C14:0 1.11
Palmitik asit C16:0 11.01
Palmitolik asit Cle:1 0.65
Heptadekanoik asit C17:0 0.30
Heptadekenoik asit cilr:1 0.15
Stearik asit C18:0 3.08
Oleik asit c18:1 40.45
Linoleik asit Cc18:2 23.19
Linolenik asit C18:3 247
Arasidik asit Cc20:0 151
Gadoleik asit C20:1 2.68
Behenik asit C24:0 0.43
Toplam doymus yag asitleri 29.46
Toplam doymamis yag asitleri 66.98

KAYNAK: Youssef vd (2013)’nin makalesinden uyarlanmustir.

Keg¢iboynuzunun yag asidi kompozisyonu incelendiginde (Cizelge 2.4), meyvenin
degisik yag asitleri icermesine ragmen baskin olarak dort yag asidine (Oleik: % 40.45,
Linoleik: % 23.19, Palmitik: % 11.01 ve Stearik: % 3.08) sahip oldugu goriilmektedir.
Meyvenin toplam doymamis yag igerigi % 66.98 iken toplam doymus yag icerigi ise %
29.46 olarak belirlenmistir (Youssef vd 2013).

Ke¢iboynuzunda ayrica Leguminosae familyasina ait diger tiirlerde oldugu gibi
halkali yapida seker alkolleri (siklitoller) de bulunmaktadir. Meyvenin bu seker
alkollerinden 6zellikle D-pinitolii (5-8 g/100 g kuru agirlik) 6nemli miktarda icerdigi
bildirilmistir (Sekil 2.4) (Baumgartner vd 1986; Tetik vd 2011b). D-pinitol haricinde ise
meyvede az miktarda myo-inositol (0.5-1 g/100 g kuru agirlik), chiro-inositol (0.1 g/100
g kuru agirlik), ononitol, sequoyitol ve bornesitol oldugu tespit edilmistir (Sekil 2.4)
(Baumgartner vd 1986).
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Sekil 2.4. Fermente keciboynuzu ekstraktinda gaz kromatografisi ile analiz edilen seker
alkolleri (1: Ksilitol (internal standart), 2: D-pinitol, 3: Sorbitol ve chiro-
inositol, 4: Sequoyitol, ononitol ve bornestiol, 5: myo-inositol, 6:
Belirlenemeyen disakkaritler) (Baumgartner vd 1986)

2.3. Keciboynuzunun Kullanim Alanlari

Uzun yillar kegiboynuzu meyvesi, 6zellikle ¢ekirdeginden iiretilen gam maddesi
(Locust bean gum) nedeniyle ticari agidan degerli olarak kabul edilmistir (Kawamura
2008). Ancak meyvenin etli kisminin da ticari agidan 6nemli oldugu yapilan bir takim
bilimsel arastirmalar ile ortaya konulmustur. Nitekim kegiboynuzundan etanol (Roukas
1994b; Turhan vd 2010b), sitrik asit (Roukas 1999), laktik asit (Yafez vd 2007; Turhan
vd 2010a), mannitol (Carvalheiro vd 2011), pullulan (Roukas ve Biliaderis 1995),
mannanaz (Youssef vd 2006) gibi metabolik fermentasyon iriinlerinin yani sira
kegiboynuzu tozu (Yousif ve Alghzawi 2000; Fadel vd 2006), biyogiibre (Parrado vd
2008), hayvan yemi (Karabulut vd 2006) ve seker surubu (Petit ve Pinilla 1995) gibi
endiistriyel agidan degerli baska iiriinler de iiretilebilmektedir.

Ayrica keciboynuzu agacinin yanmaya direncli ve her dem yesil olan bir agag
olmast sebebiyle de orman agaclandirilmasinda ve yangimlarin azaltilmasinda
yararlanabilecek onemli bir tiir oldugu da bilinmektedir. Biitiin bu kullanim alanlarina
alternatif olarak kec¢iboynuzunun son yillarda fonksiyonel bir bilesik olan D-pinitoliin
ticari olarak saflastirilmasinda da kullanilmaya baslandig1 bildirilmektedir (Camero ve
Merino 2004; Tetik vd 2011b).
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2.3.1. Ke¢iboynuzu gam (Locust Bean Gum)

Kegiboynuzu gami (LBG-Locust Bean Gum) meyvenin ¢ekirdeginde bulunan
endosperm tabakasindan elde edilen beyaz renkli bir galaktomannan polisakkaritidir
(Batlle ve Tous 1997). Galaktomannanlar mannoz zincirine galaktoz yan gruplarinin
baglanmasiyla olugmaktadir. Diiz zincirinde 1f—» 4 bagi ile bagli mannopiranozil
iinitelerine yan grup olarak 1a. — 6 bagi ile galaktopiranoz liniteleri baglanmistir (Sekil
2.5). LBG’nin % 73-86’s1 mannoz, % 27-14’1 ise galaktoz iinitelerinden olugsmaktadir
(Kawamura 2008).

n

Sekil 2.5. Galaktomannan polisakkaritinin yapisi

Galaktamannan yapili gamlarda molekiildeki mannoz:glukoz (M/G) orant gamin
suda ¢Oziiniirligiini etkiledigi i¢in dnemli bir 6zelliktir. Nitekim guar gamin soguk suda
coziiniirligli ylksek iken (M/G: 2:1), LBG’nin ise (M/G: 4:1) oda sicakliginda
¢ozlniirligi ¢ok diistiktir (Coviello vd 2007; Kawamura 2008). LBG’nin yiiksek M/G
oranina sahip olmasinin reolojik 6zelliklerini etkiledigi; dolayisiyla bu gamin yiiksek
derecede koyulastirma O6zelligine sahip oldugu da ifade edilmektedir (Lazaridou vd
2001).

LBG’nin su tutma kapasitesinin ¢ok iyi olabilmesi i¢in maksimum ¢6ziiniirliige
ulagmasi gerekir ki; bu da 1s1l islem uygulamasini zorunlu kilar (Gaisford vd 1986). LBG
80 °C’lik suda tamamen ¢oziiniir haldedir. Bu yiizden pseudo-plastik bir koyulastiric
olarak kullanilmaktadir. Ayrica LBG «-karregenan ve ksantan ile elastik, oldukca
yapiskan ve nispeten sineresis olaymin az goriildiigii bir jel yap1 olusturmaktadir. LBG
stabilizator olarak dondurmalarda, et, balik ve diger deniz tiriinleri ile hazirlanan soslarda
ve diabetik {irlinlerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Gidley ve Grand Reid 2006).

Keciboynuzu ¢ekirdegi kahverengi bir kabuk ile sikica sarili bir durumdadir (Sekil
2.6). Cekirdekte bulunan gamin ekstrakte edilebilmesi i¢cin bu kabuk tabakasinin
cekirdekten ayrigtirilmasi gerekir.
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¢ Kabuk
Kecibovnuzu Cekird eginin Komp ozisvonu
Endosperm (Gam) Kabuk (Selilozk materyaller ve pigmentler) % 23-30

Endosperm (Galaktomannan) % 40-45
Germ (Protein ve nitkletk asitler) % 20-30

Germ

Sekil 2.6. Keg¢iboynuzu ¢ekirdeginin yapisi ve bilesimi (Dakia vd 2008; Mathur 2011)

Endiistride genel olarak kegiboynuzu cekirdeginin kabuk kismi 1s1l islem veya
asitle muamele edilerek endosperm ve germ tabakalarindan ayrigtirilmaktadir. Asitle
muamele isleminde ¢ekirdekler belli bir sicaklikta siilfiirik asit ile muamele edilmekte ve
¢ekirdegin kabuk kismi komiirlestirilmektedir. Kabuk kismindan geri kalan pargalar ise
etkili bir yikama ve firgalama islemi ile endospermden uzaklastirilmaktadir. Bu iglemle
elde edilen LBG beyazimsi renktedir ve yiiksek viskoziteye sahiptir. Isil islem
uygulamasinda ise ¢ekirdekler doner bir firinda kavrulmakta ve boylelikle de kabuk kismi1
endosperm tabakasindan ayrigmaktadir. Bu islem ile daha koyu renkli bir LBG
retilmektedir (Prajapati vd 2013).

2.3.2. Metabolik fermentasyon iiriinlerinin iiretimi

Keciboynuzu karbonhidrat igeriginin zengin olmasi nedeniyle bircok
biyoteknolojik arastirmada mikroorganizmalarin besin kaynagi olarak kullanilmistir. Bu
aragtirmalardan biiyiik cogunlugu mikroorganizmalarin faaliyeti sonucunda olusan etanol
(biyoetanol) iiretimi lizerine olmustur.

Etanol {iretiminde en ¢ok tercih edilen mikroorganizma Saccharomyces
cerevisiae’dir. Literatiirde bu mayanin etanol tiretiminde ke¢iboynuzu ekstraktini kaynak
olarak kullanmasina yonelik farkli caligmalar yer almaktadir.

Roukas (1993) kegiboynuzu ekstrakti ve S. cerevisiae mayasi kullanarak biyoetanol
iretimi {izerine yaptigr bir arastirmada durgun ve ¢alkalamali fermentasyon ile
kegiboynuzu ekstraktlarinin sterlize edilme durumunun biyoetanol iiretimi iizerine
etkisini aragtirmigtir. Arastirma sonunda ¢alkalamali fermentasyonun etanol {iretiminde
durgun fermentasyona gore daha iyi bir fermentasyon sistemi oldugu ve keciboynuzu
ekstraktinin sterile edilmesinin ekstrakttan elde edilecek etanol konsantrasyonunu
etkilemeyecegi sonucu elde edilmistir.

Roukas (1994a) ayrica dolgulu yatak reaktorii ve immobilize S. cerevisiae
hiicreleri kullanarak siirekli sistemde etanol iiretilebilirligini de arastirmistir. Caligmada
30 giin boyunca 0.5/saat sabit akis hizinda yiiriitiilen biyoreaktor sisteminde orijinal
immobilize maya hiicresi aktivitesinde herhangi bir kayip meydana gelmedigi,
fermentasyonda besleme materyali olarak 200 g/dm? toplam seker igeren kegiboynuzu
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ekstrakti kullanildig1 takdirde % 85.5 seker kullammima, 25 g/dm®saat etanol
iiretkenligine ve % 58.8 teorik etanol verimine ulasilabildigi bildirilmistir.

Turhan vd (2010b) de kegiboynuzu ekstrakti ve S. cerevisiae mayasi kullanarak
etanol TUretilebilirligi lizerine bir arastirma yapmislardir. Bu amagcla ekstraksiyon
(sicaklik, siire ve meyve:su orani) ve fermentasyon kosullar1 (pH, inokulum miktar1 ve
nitrojen kaynagi) optimize edilerek mayanin sekerlerce zengin bir keg¢iboynuzu
ekstraktinda etanol liretme verimliligi artirilmaya ¢alisilmistir. Elde edilen bulgulara gore
nitrojen kaynagi olarak kemik unu kullanildiginda % 44.51°1ik etanol konsantrasyonuna
ulagilabilmektedir. Yatmaz vd (2013) de kegiboynuzu ekstraktinin etanol iiretiminde
kullanilmasina yonelik immobilize S. cerevisiae hiicreleri kullanarak bir g¢alisma
gerceklestirmigler ve bu calismada % 46.32°lik bir etanol verimine ulasilabildigini
bildirmislerdir.

Literatiirde ayrica Zymomonas mobilis ile etanol iretiminde kegiboynuzu
ekstraktinin substrat olarak kullanildig1 ¢alismalar da yer almaktadir. Vaheed vd (2011)
Z. mobilis inokiile edilen kegiboynuzu ekstratinin etanol iiretebilme verimliligini
aragtirdiklar1 ¢alismada bazi1 parametreleri (baslangi¢ seker konsnatrasyonu, pepton ve
maya ekstrakti, karistirma hizi, pH ve fermentasyon siiresi) optimize etmislerdir.
Caligmada ekstraktta bulunan sekerlerin hidrolize edilmesinin etanol verimini artirmadigi
bunun aksine hidrolize edilmeyen ekstrakt ile daha yliksek etanol verimi ve kalint1 seker
icerigine ulagildig1 bildirilmistir. Etanol iiretkenliginin (g/L.saat) ise artan bakteri, maya
ekstrakti, pepton ve baslangi¢ seker seviyesi ile dogru orantili olarak artis gosterdigi ifade
edilmistir. Calismada en yiiksek etanol konsantrasyonuna (0.34 g/g baslangi¢ sekeri) 30
°C’de, baslangic pH’s1: 5.2°de ve 80 rpm karistirma hizinda ulagilmistir. Bu sonucun elde
edilmesi i¢in besiyerine (50 mL’lik besiyeri i¢in) 0.017 g bakteri (kuru agirlik), 5.78 g
seker, 0.43 g pepton, 0. 43 g maya ekstrakt1 ilave edilmis ve optimum fermentasyon stiresi
de 36 saat olarak belirlenmistir.

Mazaheri vd (2012) yaptiklar1 caligmada Z. mobilis ile keg¢iboynuzu partikiilleri
kullanarak kati-kiiltiir fermentasyonunda etanol iiretilebilirligini arastirmiglardir.
Kec¢iboynuzu partikiillerine bakteriyel gelisimin saglanmasi ve dolgu maddesi olmasi
amaciyla bugday kepegi de ilave edilmistir. Bu ¢alismada da sicaklik, baslangic nem
icerigi, ke¢iboynuzu partikiil boyutu vb parametreler optimize edilmistir. Calismada en
yiiksek etanol konsantrasyonuna (0.30 g/g baslangic sekeri) 31 °C sicaklik, % 80 (w/w)
baslangic nem igerigi, 1 mm keg¢iboynuzu partikiil boyutu, % 0.7 (w/w) pepton
konsantrasyonu, 6.74 x 108 hiicre/g materyal baslangi¢ hiicre konsantrasyonu ve 43
saatlik fermentasyon siiresi ile ulagilmistir.

Saharkhiz vd (2013) ise yaptiklart ¢aligma ile ke¢iboynuzu kullanarak kati kiiltiir
fermentasyonunda S. cerevisiae ile Z. mobilis’in etanol iiretebilirligini kiyaslamiglardir.
Buna gore sabit kosullar altinda (30 °C sicaklik, baslangic pH’s1: 5.3, % 5 (v/v) inokulum
miktari, 9 g keg¢iboynuzu tozu/50 ml besiyeri, 0 rpm karistirma hizi ve 40 saat
fermentasyon siiresi) Z. mobilis’in tirettigi etanol konsantrasyonu 0.42 g/g baslangic
sekeri iken bu deger S. cerevisiae 'da 0.40 g/g baslangi¢ sekeri olmustur.

Biyoteknolojik uygulamalarda etanol haricinde keciboynuzu kullanilarak sitrik
asit, laktik asit, mannitol, pullulan, galaktosidaz ve mannanaz gibi degisik iiriinlerin
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tiretilmesine yonelik de arastirmalar yapilmistir. Roukas (1998) farkli pH degerlerinde
Aspergillus niger ATCC 9142 kiifii hiicrelerinin yeniden kullanimi ile kegiboynuzu
ekstraktindan sitrik asit tretilebilirligi {lizerine bir c¢alisma yapmustir. Buna gore
maksimum sitrik asit tiretimi (85.5 g/L) pH: 5’te gergeklestirilen fermentasyonla elde
edilmis ve bu teknikle sitrik asit iiretilebilirligi 60 giin boyunca sabit tutulabilmistir.
Ayrica ekipmanin yikanmasi ve yeniden steril hale getirilmesi ve mikroorganizmanin ii¢
tekrara kadar rahatlikla kullanilmasinin muhtemel maliyetleri azaltacagi ifade edilmistir.

Roukas (1999) kegiboynuzundan A. niger ile sitrik asit tiretiminde kati kiiltiir
fermentasyonunun kullanilabilirligini de arastirmistir. Buna gore uygun kosullar
saglandiginda (30 °C, pH: 6.5, % 65 nem, 0.5 mm partikiil boyutu) % 55 verimle 176
g/kg kuru materyal diizeyinde sitrik asit tiretilebilmistir. Bu deger substrata % 6 (w/w)
oraninda metanol ilave edildiginde 264 g/kg kuru madde diizeyine ytlikselmistir.

Roukas ve Biliaderis (1995) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise
Aureobasidium pullulans kiifii ile inokiile edilen ke¢iboynuzu ekstraktindan yar1 kesikli
fermentasyon sisteminde pullulan polisakkariti tiretilmistir. Pullulan {iretiminde optimum
kosullarin 25 g/L baslangi¢ seker konsantrasyonu, pH: 6.5 baslangi¢c pH degeri, 25-30 °C
sicaklik oldugunu belirten Roukas ve Biliaderis (1995), % 10’luk bir inokulum miktari
ile maksimum 6.5 g/L polisakkarit tiretilebildigini ve bu polisakkarit konsantrasyonunun
ise % 70’inin pullulandan olustugunu bildirmislerdir.

Turhan vd (2010a)’nin kegiboynuzu ekstraktindan Lactobacillus casei bakterisi
kullanarak laktik asit tiretilebilirligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda kompleks sekerleri
metabolize edemeyen bu bakterinin kec¢iboynuzu ekstraktinda bulunan sekerleri
kullanabilmesi i¢in fermentasyon Oncesinde invertaz enzimi kullanarak inversiyona
ugratmiglardir. 37 °C, pH: 5 ve 200 rpm fermentasyon kosullarinda gergeklestirilen
inkiibasyon islemi sonrasinda ekstrakttan 59.27 g/L laktik asit iiretilebildigi gortilmustiir.

Bulut vd (2004) Rhizopus oryzae kiifii kullanarak tiretilecek L-(+)-laktik asit
konsantrasyonu tizerine glukoz, sakkaroz, seker pancari melasi, ke¢iboynuzu ve bugday
kepegi gibi degisik karbon kaynaklarinin etkisini incelemislerdir. Caligmada maksimum
laktik asit miktar1 glukoz kullanildiginda elde edilirken (60 g/L), keciboynuzundan
ekstraksiyon ile elde edilen kismin santrifiijleme isleminden sonra elde edilen berrak
kisminin  fermentasyonda kullanilmasiyla da karbon kaynagi olarak glukoz
kullanildiginda elde edilen maksimum laktik asit konsantrasyonuna yakin bir diizeyde
laktik asit iiretimi gerceklestirilebildigi ifade edilmistir (58 g/L). Bu sonug¢ ise
kegiboynuzu ekstraktinin laktik asit iiretimi i¢in iyi bir alternatif kaynak oldugunu
gosterir niteliktedir.

Carvalheiro vd (2011) uygun besiyeri bilesenleri ile katkilandirilmis ke¢iboynuzu
surubunun mannitol iiretiminde kullanilabilirligi lizerine bir arastirma yapmislardir.
Arastirmada sekiz farkli mannitol tireten laktik asit bakterisi kullanilarak (Lactobacillus
intermedius, Lactobacillus reuteri, Leuconostoc fructosum, Leuconostoc ficulneum,
Leuconostoc citreum, Leuconostoc lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris ve
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum) bu mikroorganizmalarin mannitol
tretimindeki metabolik kapasiteleri arastirilmistir. Elde edilen bulgulara gore en yiiksek
mannitol tiretimi (2.36 g/L.saat) ile L. fructosum bakterisinde goriilmiistiir.
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Youssef vd (2006) ise farkli karbon kaynaklari kullanimimin Aspergillus niger
kiifliniin B-mannanaz {iretimi tlizerine bir arastirma tasarlamislardir. Elde ettikleri
bulgulara goére mannanaz aktivitesi acisindan mikroorganizmanin en iyi faaliyet
gosterdigi besiyeri hindistancevizi pulpu ile hazirlanan besiyeri olurken (8.56 U/mL
mannanaz aktivitesi), ke¢iboynuzu ile hazirlanan besiyerinden elde edilen f-mannanaz
enzimi oldukea diistik bir aktivite (1.21 U/mL) gostermistir. Literatiir ¢alismalar1 zengin
bir kimyasal icerige sahip olan ke¢iboynuzunun daha pek ¢ok biyoteknolojik arastirmada
kullanilabilecek degerli bir materyal oldugunu gostermektedir.

2.3.3. Diger kullanim alanlari
2.3.3.1. Keciboynuzu tozu

Keciboynuzunun meyve etinin ogiitiilmesi ve kavrulmasi ile elde edilen
keciboynuzu tozunun aromasi ve goriiniisii kakaoya ¢ok benzemektedir. Bu nedenle
siklikla kakao veya gikolata yerine kullanilmaktadir (Brand 1984).

Keciboynuzunun kalsiyum iceriginin yiiksek olmasi ve ¢ikolata veya kafein gibi
bagimlilik yapan bir yan etkisinin bulunmayist kakao yerine ikame olarak
kullanilabilirligini artirmaktadir (Salem ve Fahad 2012). Nitekim ke¢iboynuzunda kafein
ve teobromin bulunmadigi ancak ¢ikolata ve kakaoda besinlerin absorpsiyonunu
engelleyen bu iki maddenin oldukga yliksek miktarlarda bulundugu bildirilmistir (Craig
ve Nguyen 1984).

Al-Ghizawi (1996) ke¢iboynuzu tozunun kakao yerine ikame olarak
kullanilabilirligini arastirdigt tez calismasinda keciboynuzu tozunun Ozellikle
dondurmanin duyusal 6zelliklerini gelistirme agisindan basarili oldugunu, ancak kek ve
sekerlemelere ilave edildiginde panelistler tarafindan iiriniin kabul edilebilirligini
azalttigini, yer fistig1 ile hazirlanan iiriinlerde ise formiilasyona ilavesinin bu {iriinlerin
satin alinabilirligini olumsuz yonde etkiledigini ifade etmistir.

Yousif ve Alghzawi (2000) ise gergeklestirdikleri arastirmada kavrulmus ve
kavrulmamis kegiboynuzu tozu ile kakao tozunun bilesimini kiyaslamiglardir. Elde
ettikleri bulgulardan 150 °C’de 60 dakika kavurma isleminin ke¢iboynuzu tozunda arzu
edilen duyusal 6zelliklerin olusmasi igin yeterli oldugu sonucu ortaya ¢ikmistir. Ayrica
keciboynuzu tozunun kakao tozuna gore yiiksek seker ve lif icerigi ile diisiik protein ve
yag icerigine sahip olmasi kakao ikamesi olarak kullanilabilirligindeki 6nemli etmenler
olarak goriilmiistiir. Nitekim kavrulmus kegiboynuzu tozunun toplam seker igerigi %
38.7, ham lif igerigi % 7.24, ham yag icerigi % 0.74 ve ham protein icerigi % 5.82 iken
bu degerler analiz edilen kakao tozunda sirasiyla % 2.16, % 4.93, % 22.88 ve % 22.9
olarak tespit edilmistir.

Salem ve Fahad (2012) keciboynuzu tozunun kakao ikamesi olarak kullanilabilirligini
arastirmak i¢in gergeklestirdikleri calismada farkli oranlarda ke¢iboynuzu tozu ile
katkilandirilmus siitlii ¢ikolata ile kakao tozu ile hazirlanmis siitlii ¢ikolata 6rneklerini
kiyaslamiglardir. Salem ve Fahad (2012) elde ettikleri ¢ikolatalarin genel goriintiilerinin
onemli derecede birbirinden farkli oldugunu, cikolata formiilasyonuna eklenen
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keciboynuzu tozunun konsantrasyonu arttik¢a da bu farkliligin arttiginmi belirtmislerdir.
Panelistlerce yapilan duyusal degerlendirmede kegiboynuzu katkili ¢ikolatalar tadildiktan
sonra agizda biraktig1 tat acisindan en basarili bulunan formiilasyon % 25 oraninda
keciboynuzu katkili ¢ikolata formiilasyonu olmustur. Katkili ¢ikolatalarin tat ve kokusu
ise normal ¢ikolataninkinden farksiz bulunmustur (P>0.05)(Bkz. EK-4). Yapilan
calismalar ke¢iboynuzu tozunun kakao tozuna benzer nitelikte 6zelliklere sahip oldugunu
i¢cin kakao tozuna alternatif olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

2.3.3.2. Seker surubu

Zengin seker icerigine sahip kegiboynuzu meyvesinin seker surubu iiretiminde
kullanilabilmesi i¢in meyvede bulunan yogun koku ve renk ve aromanin belirli bir
diizeyde azaltilmasi gerekmektedir.

Petit ve Pinilla (1995) farkli 6zelliklerdeki iyon degistirici regine kolonlarini
kombine bir sekilde kullanarak keg¢iboynuzu ekstraktindan yiiksek saflikta seker surubu
elde etmislerdir. Calismada ekstraksiyon islemi 6zel bir ¢oklu kolon sistemi kullanilarak
gergeklestirilmis, bu sistemden elde edilen ekstrakt ise sonmiis kire¢ siitii ile on
saflastirma islemine tabi tutulduktan sonra ii¢ iyon degistirici kolondan olusan baska bir
coklu kolon sistemiyle de saflagtirllmistir. Bu sistem ile % 92.9 saflikta seker surubu
tiretilebildigi bildirilmistir.

Diaz (1997) ise patent aldig1 ¢alismasinda kegiboynuzunun kendine has aroma,
koku ve renk bilesiklerini keg¢iboynuzundan elde edilen ekstrakttan uzaklastirmak
amactyla kristal seker endiistrisinde kullanilan teknikleri (dekalsifikasyon, iyon
degistirici recine kolonu kullanimi1) uygulamistir. Teknikler sonunda keg¢iboynuzu
ekstraktinin dogal yapisinda bulunan aroma, koku ve renk bilesiklerinden arinmis ve
kimyasal kompozisyonunun % 55-75’ini sakkaroz, % 7-15’ini fruktoz, % 7-16’simi
glukoz, % 0.5-3’tni diger sekerler, % 4-14’tni siklitoller ve % 0.5-2’sini ise diger
organik safsizliklarin olusturdugu bir seker surubu elde edilmistir.

2.3.3.3. Biyogiibre

Son yillarda tarimsal ekim alanlarinin organik madde ihtiyacinin kargilanmasinda
bitki atiklari (De Neve ve Hofman 2000), kompost (Tejada ve Gonzalez 2003),
kanalizasyon ¢amuru (Albiach vd 2001) gibi organik atiklarin kullanimi yayginlagmustir.
Bu alanda kullanilan yeni {iriinler ise bitki biinyesine dogrudan alinabilen, bu nedenle de
diistik enerji tiikketimi gerektiren biyogiibre veya biyo-uyaranlarin kullanim
yayginlasmaya baslamistir. Bu biyogiibrelerin yapist daha ¢ok peptit, amino asit,
polisakkarit, humik asit ve fitohormonlar gibi organik bilesenlerden olusmaktadir.
Literatiirde ke¢iboynuzunun bu amagla kullanilabilirligi izerine herhangi bir arastirmaya
rastlanmistir.

Parrado vd (2008) tarafindan gergeklestirilen bir calismada kegiboynuzu
cekirdegindeki germ tabakasini biyolojik bir islem ile suda c¢oziinebilir enzimatik
hidrolizat ekstrakti haline doniistiiriilmiis ve ekstraktin % 68 oraninda protein (yliksek
oranda glutamin ve arginin igerigine sahip serbest amino asitler ve peptitlerden olusan)
igerigine sahip oldugu bildirilmistir. Ekstraktin biyogiibre kapasitesini belirlemek i¢in ise
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domates bitkisinin biiylime, c¢iceklenme ve meyve verme donemlerine etkisi
aragtirllmistir. Calisma hayvan enzimatik protein hidrolizati ile karsilagtirmali olarak
gerceklestirilmistir. Bulgulara gore; kec¢iboynuzunun germ tabakasindan elde edilen
ekstraktin bitkinin 6zellikle boyu ve bitki basina olusan ¢icek ve meyve sayilarini
artmaktadir.

2.3.3.4. Hayvan yemi

Kegiboynuzunun hayvan yemi olarak kullanilabilirligi de arastirilmistir. Sahle vd
(1992) farkli oranlarda kegiboynuzu iceren 6zel bir diyetle beslemenin kazlarin fizyolojisi
ve psikolojisine iizerine etkilerini arastirmislardir. Buna gore kazlarin diyetine 200 g/kg
diizeyine kadar keciboynuzu eklenmesinin herhangi bir performans olumsuzlugu
yaratmadig1 ancak bu diizeyin tizerinde kullanilan konsantrasyonun ise kazlar1 oldukga
bunalima soktugu tespit edilmistir. Ayrica diyete ilave edilen keciboynuzu miktar
arttik¢a diyetteki proteinin sindirilebilirligi dogrusal olarak azalmistir.

Priolo vd (1998) kuzularin yem rasyonlarmin et kalitesine etkisini arastirmislar ve bu
amagla ticari yemler ile yemlerde kullanilan arpanin yerine kismi olarak ke¢iboynuzu (%
20) ilave edilmis yemi kullanmislardir. Yapilan analizler sonucunda kuzularin
rasyonunda ke¢iboynuzu kullanilmasinin karkas ve et kalitesini etkilemedigi ancak
kuzlarda yaglanmayi azalttig1 goriilmiistiir.

Karabulut vd (2006) de keg¢iboynuzunun koyun rasyonlarina meyve eti, ¢ekirdek
ve tim meyve olarak ilave edilmesinin koyunlarin metabolizmasina etkisini
aragtirmiglardir. Calismada koyun rasyonlarinda keciboynuzunun tiim meyve olarak
kullanilmasinin koyunlarin enerji ihtiyaci i¢in 6nemli oldugu ancak diyette kegiboynuzu
yer aldig1 zaman protein takviyesi yapilmasi gerektigi vurgulanmistir.

Kotrotsios vd (2012) ise domuzlarin diyetlerine ilave edilen ke¢iboynuzunun
hayvanlarin yaglanmasi1 ve et kalitesi {izerine bir arastirma yapmuslardir. Calismanin
sonuglart diyete 75-100 g/kg diizeyinde keg¢iboynuzu ilave edilmesinin domuzlarin
boyunu ve karkas agirhigini artirdigini buna karsilik karkasin analiz  edilen
parametrelerinde (cilt alt1 yag kalinligi, etin kimyasal kompozisyonu ve yag asidi profili)
herhangi bir degisiklige yol agmadigini gdstermistir.

2.3.3.5. Ormanlarin yangina karsi direncli hale getirilmesi

Keciboynuzu Akdeniz ikliminde sikc¢a karsilasilan kurakliga dayanikli ve ¢am
agaclari ile kiyaslandiginda orman yanginlarina kars1 direngli olan bir tiirdiir (Geraldo vd
2014). Agacin yapraklar1 yaz mevsiminin en kurak gegen aylarinda bile su igerigini %
95’e kadar koruyabilmektedir (Gullo ve Salleo 1988).

Yangina direngli bitkiler genel olarak diisiik bitki 6zii ve regine icerigine sahip,
olii yaprak olmadan biiyiiyen, bakimi ve budamasi kolay olan, bodur, diisiik biyokitle ve
yogunluklu, yiiksek nem icerigine sahip genis ve/veya kalin yaprakli bitkiler olarak
tanimlanmaktadir (Anonymous 2013b). Bu ozellikler incelendiginde kegiboynuzu
agacinin yapisi itibariyle yangina direng goOsteren bitkilerin sahip olmasi gerektigi
belirtilen dzellikleri tasidig1 acikca goriilmektedir. Ulkemizde bulunan ormanlarmin %
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60’min yangina ¢ok hassas olan bolgelerde bulunmasi bu bolgelerdeki agaglandirma
caligmalarina bir kat daha fazla 6nem verilmesi gerektigini ortaya koymaktadir (Sekil
2.7).

[l 1.Derece (Hassas) [ 2.0erece  [] 3.Derece [] 4.Derece [] 5.Derece

Sekil 2.7. Tiirkiye’nin orman yanginlarina kars1 hassasiyet durumu

Yangina kars1 hassasiyeti yiiksek olan bolgelerde orman yangini sayisi da fazla
olmaktadir (Sekil 2.8). Dolayisiyla bu bolgelerin yangina kars1 direngsiz agag tiirleri ile
agaclandirilmasinin aksine kegiboynuzu agaci gibi hem yangina direng gosterebilen hem
de kurak sartlara dayanikli, yetistirilmesi kolay ve elde edilecek meyveleri endiistriyel
acidan degerli olan tiirler ile agaclandirilmasi gerekmektedir.

Nitekim Karhan vd (2010) tarafindan yapilan ¢alismanin materyal ornekleme
zamaninda Manavgat ve Serik arasinda meydana gelen biiyilik orman yangininda bdlgenin
dogal bitki ortiisiinde yer alan kizilgam ormanlarinin tamamen hasar gordiigii ancak ilgili
bolgede bulunan kegiboynuzu agaglarinin ise yangina direng gosterdigi goriilmiistiir
(Sekil 2.9). Bu durum da Tiirkiye’'nin orman yanginlarina hassas bdlgelerinde
agaclandirma amaciyla kegiboynuzu bitkisinin rahatlikla kullanilabilecegini, bu sayede
de olast herhangi bir yanginin yayilma riskinin de minimize -edilebilecegini
gostermektedir.
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Sekil 2.8. Tiirkiye’de bulunan baz1 Orman Bolge Miidiirliikleri’nin on yillik yangin
ortalamalar1 (Anonim 2012)

Sekil 2.9. Kegiboynuzu agaglariin yangina direngliligi (Karhan vd 2010)

2.3.3.6. D-pinitoliin saflastirilmasi

Kegiboynuzu zengin seker ve mineral igeriginin yani sira son yillarda
fonksiyonelligi yapilan ¢aligmalarla ortaya konulan D-pinitol isimli seker alkoliinii de
yiikksek oranda igerdigi belirlenen degerli bir meyvedir. D-pinitoliin saflagtirilma
caligmalar1 yaygin olarak soya fasulyesinde gergeklestirilmigse de yeni ¢aligmalar bu
bilesigin saflastirllmast amaciyla kec¢iboynuzunun kullanimi yoniinde bir egilim
oldugunu gostermektedir (Bkz. 2.5. D-pinitoliin Saglik Uzerine Etkileri ve 2.6. D-
pinitoliin Zenginlestirilmesi ve Saflastirilmas1 Uzerine Yapilan Bilimsel Arastirmalar).

2.4. D-pinitoliin Kimyasal Yapisi, Bitkilerde Olusum Mekanizmasi, Bulundugu
Kaynaklar ve Bitki Biinyesinde Sentezlenmesini Tesvik Eden Faktorler

D-pinitol degisik bitkisel kaynaklarda bulunan siklik bir seker alkoliidiir. Ismini
ilk olarak izole edildigi ¢am agacindan (Pine) alan D-pinitol D-chiro inositoliin 3-O-metil
eteridir (Sekil 2.10). Inositol ve ononitoliin etiketlenmesiyle yapilan izleme galigmalar,
D-pinitoliin inositolden baslayan iki kademeli bir doniisiim sonucu sentezlendigini
gostermektedir (Dittrich ve Brandl 1987).
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Sekil 2.10. inositollerin yapisi: (a) D-chiro inositol, (b) D-pinitol, (c) myo-inositol (Lin
vd 2009)

D-pinitoliin 6ncii maddesi myo-inositoldiir. myo-inositol ayni zamanda birgok
siklik seker alkoliiniin biyosentezinde de baslica kaynaktir (Sekil 2.11). Bu seker
alkollerinin sentezinde baslica iki metabolik iz yolu mevcuttur.

Birinci metabolik iz yolunda myo-inositol O-metil transferaz aktivitesi ile
sequoyitole doniisiir. Sequoyitolden ise iki agamali epimerizasyon ile D-pinitole olusur.
Birinci asamada NAD*-spesifik dehidrogenaz enzimi ile 5-O-metil-D-myo-1-inosoz
olusur. Ikinci asamada ise bu ara bilesik NADP*-spesifik-D-pinitol dehidrogenaz enzimi
ile D-pinitole doniisiir.

Ikinci metabolik iz yolunda ise myo-inositol D-ononitole metillenir. D-ononitoliin
D-pinitole dontisiimiinde ise D-ononitol 1-dehidrogenaz enziminin 4-O-metil-D--inositol
D-ononitole metillenir. D-ononitoliin D-pinitole dontisiimii ise D-ononitol 1-
dehidrogenaz enziminin 4-O-metil-D-myo-1-inosoz molekiile etki etmesi ile meydana
gelir (Sekil 2.11).

Bitki biinyesinde myo-inositolden D-pinitol olusum mekanizmasina daha ayrintili
bakilacak olunursa bu mekanizmanin INO1 geni tarafindan kodlanan L-myo-inositol 1-
fosfat sentaz (MIPS) enzimi vasitasiyla sentezlenen myo-inositol ile basladigi goriiliir
(Sekil 2.11) (Majumder vd 2003). Daha sonra Mg*? bagli L-myo-inositol 1-fosfat fosfataz
enziminin aktivitesiyle defosforile olan MIPS enzimatik iiriinlinden serbest inositol
olusur. Inositol de IMT1 geninin kodladigi S-adenozil metiyonine (SAM) bagli bir
reaksiyonda inositol metil transferaz enzimi katalizorliigiinde D-pinitole metillenir (Sekil
2.11).
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Sekil 2.11. Baklagil tohumlarinda bulunan esas siklitollerin ve metil-siklitollerin
sentezlenmesindeki metabolik iz yollar1 (Gorecki vd 2001)

SAM bu reaksiyonda yardimci substrat olarak kullanilmaktadir. Ayrica SAM bu
reaksiyonda ikincil bir metil vericisi olarak gorev yapmakta ve S-adenozil homosisteine
(SAH) dontismektedir. SAH ise adenozil homosisteinaz enzimi vasitasiyla adenozin ve
homosisteine par¢alanmaktadir.

Homosistein metiyoninin ve ondan tiiretilen SAM’in rejenerasyonu igin
kullanilmaktadir. Bu rejenerasyon solunum aktivitesinde meydana gelen birincil metil
vericisi  olan  N°-metil tetrahidrofolat1 (N°-met-THF) kullanan  metiyonin
sentaz/homosistein metil transferaz araciligiyla ger¢eklesmektedir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Metil dongiisiine bagli inositolden D-pinitol sentezi (Sengupta vd 2008)

Literatiir calismalar1 D-pinitoliin ¢ogunlukla baklagil (Leguminosae) familyasina
ait bitkilerden izole edildigini gostermektedir. Ayrica bu bilesigin ¢amgiller (Pinaceae),
papatyagiller (Asteraceae), karanfilgiller (Caryophyllaceae), yabani kimyongiller
(Zygophyllaceae), servigiller (Cupressaceae), logusa otugiller (Aristolochiaceae) ve
sabun agacigiller (Sapindaceae) familyalarina ait bitkilerde de tespit edildigi
bildirilmistir. D-pinitol bitkilerin govde, yaprak, sap, kok, ¢icek, aga¢ 0Ozl gibi
bolgelerinde yer almakta, bazi tiirlerde ise bitkinin tamaminda bulunmaktadir
(Poongothai ve Sripathi 2013).

Soguk zararlanmasi, tuzluluk, kuraklik, oksidatif stres, donma, yiiksek sicaklik, agir metal
stresi ve diisiik sicaklik gibi abiyotik stres faktorleri bitki tiirlerinde ¢esitli zararlara neden
olmaktadir (Rathinasabapathi 2000).

Bitkiler biinyelerinde seker alkolleri (siklik ve diiz zincirli seker alkolleri) gibi
0zel kimyasal maddeleri sentezleyerek metabolizmalarini bu faktorlerin olumsuz
etkilerinden korumaktadir. Bu bilesikler genel olarak bitki sitoplazmasinda suyun
alikonmasini saglayan osmolitler gibi rol oynamakta veya membran, protein kompleksi
veya enzimler ile etkilesimde bulunarak seliiler yapilart korumaktadir (Bohnert vd 1995).

Abiyotik stres faktorleri varliginda bitki biinyesinde akiimiilasyonu arttig1
bildirilen seker alkollerinden birisi de D-pinitoldiir. Nitekim kuraklik stresine maruz
kalan soya fasulyesinde (Glycine max L.) (Streeter vd 2001) ve yiiksek sicaklik ve
kuraklik streslerine maruz kalan erguvan agacinda (Cercis canadensis) (Griffin vd 2004)
bu seker alkoliiniin akiimiilasyonunda artis oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde tuzluluk
stresine maruz kalan buz bitkisi (Mesembryanthemum crystallinum) (Paul ve Cockburn
1989), egrelti otu bitkisi (Acrostichum aureum) (Sun vd 1999) ve yabani piring bitkisinde
de (Porteresia coarctata) (Sengupta vd 2008) D-pinitoliin bitki tarafindan daha fazla
sentezlendigi goriilmiistiir.
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2.5. D-pinitoliin Saghk Uzerine Etkileri

D-pinitol hayvansal dokularda sentezlenemeyen veya metabolik iz yolunda yer
alan bilesiklere doniisemeyen (Lin vd 2009), insan sagligi tizerine olumlu etkileri
olabilecegi ifade edilen bir seker alkoliidiir. Son yillarda yapilan ¢alismalara goére bu
bilesigin (tiirevleri ve metabolitleri de dahil olmak {izere) diyabet, obezite, dislipidemi
(kanda bulunan lipit seviyesinin normalin {izerindeki degisimi), damar tikanmikligi,
hipertansiyon, kalp-damar rahatsizliklari, AIDS, kanser, asir1 zayiflik, septisemi (kan
zehirlenmesi), yaniklarla meydana gelen travmalar, yetersiz beslenme ve stres, yaglanma,
tiiberkiiloz ve diger otoimmiin hastaliklari, endokrin hastaliklari, polikistik over
sendromu, hiperiirisemi (kanda {irik asit seviyesinin asir1 derecede olmasi), atletik aktivite
veya hareketsizlikten kaynaklanan komplikasyonlar gibi insiilin direnci ile iligkili
rahatsizliklarin tedavisinde yararli olabilecegi diisiiniilmektedir (Ostlund ve Sherman
1998).

Nitekim Streptozotosin (STZ - memelilerdeki pankreasin insiilin iireten beta
hiicrelerine toksik etki gosteren dogal bir kimyasal) - diyabetik laboratuvar siganlarinda
yiiriitiilen bir ¢aligmada D-pinitoliin kan serumunda LDL (Low density lipoprotein —
diisiikk yogunluklu lipoprotein) ve VLDL (Very low density lipoprotein — Cok diisiik
yogunluklu lipoprotein) kolesterol seviyelerini dislirdigii ve HDL (High density
lipoprotein — Yiiksek yogunluklu lipoprotein) kolesterol seviyesinde de artis meydana
getirdigi yani antihiperlipidemik (kan serumunun i¢erdigi lipit konsantrasyonunu azaltict)
etki gosterdigi bildirilmistir (Geethan ve Prince 2008). Benzer sekilde soya fasulyesinden
elde edilen D-pinitoliin katkilandirildig1 diyeti tiiketen deneklerle yiiriitiilen bagka bir
caligmada da D-pinitoliin toplam kolesterol, LDL-kolesterol, LDL/HDL kolesterol orani,
sistolik ve diyastolik kan basincini diistirdiigii ve HDL-kolesterol diizeyini ise artirdigi
ifade edilmistir (Kim vd 2004). Yine STZ-diyabetik farelerde yapilan bir ¢alismada
farelerin diyetinde D-pinitol kullanimi1 ile bdbrek enzimatik antioksidanlarinin
aktivitelerinde ve bobrek lipit peroksitleri, hidroperoksitleri ve protein karbonilleri
seviyelerinde ciddi azalma meydana geldigi dolayisiyla D-pinitoliin bobrekleri koruyucu
etkisinin oldugu bildirilmistir (Sivakumar vd 2010).

Insan viicudunun kreatin depolamasi iizerine D-pinitoliin etkisini belirlemek
amaciyla erkek deneklerle gergeklestirilen bir bagka ¢alismada ise diisiitk dozda D-pinitol
ile katkilandirilan kreatin takviyesinin viicudun kreatin depolamasini tesvik ettigi sonucu
ortaya ¢ikmistir (Greenwood vd 2001). Lin vd (2013) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada
D-pinitoliin prostat kanserinin yayilimin1 6nlemek amaciyla gerceklestirilen tedavilerde
yayilimi 6nleyici ajan olarak kullanilabilecegi sonucu ortaya ¢ikmistir. Bates vd (2000)
hipoinsiilinamik STZ-diyabetik farelerde yiiriittiikleri arastirmada D-pinitoliin insiilin
benzeri etki gosterdigi ve bu sayede de glisemik kontroliin gelistigini bildirmis, D-
pinitoliin glukoz alimini etkileyen insiilin metabolik iz yolunda post-reseptor olarak gorev
yapabilecegini vurgulamiglardir (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. D-pinitoliin kan sekeri seviyesinin artis1 mekanizmasindaki etkisi
(Bates vd 2000)

Choi vd (2009) ise yag ve kolesterol seviyesi yiiksek diyetle beslenen
hamsterlarda yiiriittiigli arasgtirmada deney hayvanlarimin giinliik diyetinin % 0.05-0.1
oraninda D-pinitol ile katkilandirilmasinin lipit ve antioksidan mekanizmasin
gelistirdigini agiklamislardir. Park vd (2004) ise STZ-diyabetik sicanlarda yiiriittigii
calismada D-pinitoliin kataraktin ve hiperglisemik kosullarda oksidatif stres nedeniyle
olusan kornea 6deminin dnlenmesinde etkili olabilecegini belirtmislerdir. Literatiir
caligmalarindan da goriilebilecegi gibi bilim insanlar1 D-pinitoliin farkli hastaliklarin
geriletilmesindeki veya tedavi edilmesini kolaylastirmadaki etkisini arastirmis ve genel
olarak da bu arastirmalardan D-pinitoliin kullanimi lizerine olumlu yonde sonuglar elde
edilmistir.

2.6. D-pinitoliin Zenginlestirilmesi ve Saflastirilmasi Uzerine Yapilan Cahsmalar

Hizli yasam sartlarinin getirisi olarak yetersiz veya dengesiz beslenmenin gida
takviyeleri ile giderilmeye calisildig1 gliniimiizde fonksiyonel islevligi bilinen biitiin
kimyasal bilesiklerin saflagtirllmasina yonelik arastirmalar hiz kazanmistir. Bu
dogrultuda yapilan tibbi ¢aligmalarla ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yararlanilabilecek
bir kimyasal olarak diisiiniilen D-pinitol ve tiirevlerinin saflastirilmasinda da degisik
bilimsel arastirmalar gergeklestirilmistir. Bu arastirmalar genel olarak bu bilesigin
Kimyasal olarak sentezlenmesi, molekiiler tekniklerle iiretilebilirliginin arastirllmasi ve
halihazirda var oldugu matriksten ayristirilmasi tizerine olmustur. Ley vd (1987)

D-pinitoliin kimyasal olarak sentezlenebilirligi konusunda yaptiklar1 arastirmada
temel reaksiyon basamagini mikrobiyal oksidasyon etkisiyle benzenden cis-1,2-
dihidroksisiklohekza-3,5-dienin olusturdugu bir yontem tanimlamiglar ve bu yontemle de
% 35 verimle D-pinitol sentezlenebildigini bildirmislerdir (Sekil 2.14). Riley vd
(1995)’nin  gelistirdigi ve patent aldigi bir baska arastirmada ise kasugamisin
antibiyotiginden kademeli olarak gerceklestirilen reaksiyonlarla D-chiro-inositol
tretilmistir.
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Sekil 2.14. Benzenden D-pinitol sentezlenmesi (Ley vd 1987)

Bu amagla asetile edici bir ajanla reaksiyona sokulan kasugamisinden ilk olarak
ham hekza-asetat ara bilesigi olusmus, daha sonra saflastirilan bu bilesikten de asetil
grubunun ayristirilmasiyla D-chiro-inositol elde edilmistir. Uygulanan bu islemin
etkisiyle kasugamisinden ileri kromatografik saflastirma asamalarina ihtiya¢ duyulmadan
yiiksek verimlilikle hedef bilesigin tiretilebildigi bildirilmistir.

Bilim insanlar1 D-pinitoliin kimyasal sentezlenebilirligine alternatif olarak
molekiiler yontemlerle bitki biinyesinde daha ¢ok sentezlenip sentezlenemeyecegi de
arastirmislardir. Vernon ve Bohnert (1992) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada bir glikofit
(tuzlu kosullara orta diizeyde dayanikli) olan transgenik tiitiin bitkisinin siklitol tiretimini
incelemek amaciyla bitkiye halofitik buz bitkisinden (Mesebryanthemum crystallinum)
izole edilen IMT1 geni aktarilmistir. Olusan transformantlarin osmotik strese maruz
birakildiklarinda (halofitik kosullarda) myo-inositol O-metil transferaz aktivitesi
gosterdigi ve bu sayede kontrol bitkisinde belirlenmeyen ononitoliin énemli derecede
aklimiile oldugu belirlenmistir (Sekil 2.15).

600

500 4

400 +

300 +

IMT1 AKtivitesi (pmol/mg toplam
protein/saat)

Kontrol Osmotik strese maruz
birakilmig

Yaprak ekstraktlan

Sekil 2.15. Osmotik strese maruz birakilan ve birakilmayan (Kontrol) M. crystallinum
bitkisinin IMT1 aktivitesi (Vernon ve Bohnert 1992)

Yoshida vd (2006) tarafindan gerceklestirilen bir bagka calismada ise genetigi

degistirilen Bacillus subtilis bakterisinden D-chiro inositol (DCI) iiretimi amaglanmuistir.
[lgili mikroorganizmanin DCI olusturmasi logaritmik fazdan durgun faza gegiste besiyeri
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ortaminda DCI akiimiilasyonu ile dogrulanmistir (Sekil 2.16). Ancak bu mikroorganizma
baslangi¢ta bulunan myo-inositol’lin sadece % 6’lik kismint DCI’ya doniistiirtilebilmistir.
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Sekil 2.16. myo-inositoliin (MI) D-chiro-inositole (DCI) biyodoniisiimii (Beyaz
yuvarlaklar: Hiicre gelisimi-optik yogunluk, Siyah yuvarlaklar: DCI/MI
konsantrasyonu) (Yoshida vd 2006)

Chiera vd (2006) ise buz bitkisinden aldiklari IMT1 genini partikiil bombardimani
ile soya fasulyesinin (Glycine max (L). Merr. Cv. ‘Jack’) embryojenik dokusuna aktarmis
ve gelisen transgenik embryolarda ononitol gelisimi arastirmislardir. Bu amagla
transgenik ve kontrol 6rneklerinden alinan embryogenik doku ekstraktlari kiiltiir ortamina
aktarilmig ve 0., 2. ve 4. haftalarda ononitol ve D-pinitol konsantrasyonlari analiz
edilmistir. Elde edilen bulgulara gore birinci klon (C1) harig biitiin transgenik dokularin
ononitol seviyelerinin transgenik olmayan dokularin (Kontrol-Jack) ononitol
seviyelerinden 10-80 kat arasinda degisen oranlarda daha fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil
2.17). En fazla ononitol gelisimi ikinci klonda (C2) goriilmiistiir. Embryo gelisimi
ilerledik¢e transgenik soya fasulyesi embryolarinin ononitol seviyelerinde genel bir
azalma olmustur. D-pinitol ise hem transgenik dokularda hem de kontrol grubunda ilk
defa 4. haftada tespit edilmistir. C1, C4 ve C7 kolanlarinin D-pinitol seviyeleri kontrol
grubunun D-pinitol seviyeleri ile benzer seviyedeyken, C2, C3, C5 ve C6 klonlari ise
kontrol grubuna gore 2-8 kat daha fazla D-pinitol seviyesi icermistir (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17. Gelisen embryonik dokularin 0., 2. ve 4. Haftalardaki ononitol (A) ve D-
pinitol (B) seviyeleri (Noktali ¢izgi kontrol (Jack) grubunun D-pinitol
seviyesini gostermektedir) (Chiera vd 2006)

Siklik seker alkollerinin saf olarak iiretiminde kimyasal ve molekiiler sentez
yontemlerin genellikle zor ve maliyetli olmasi bu bilesiklerin ticari olarak iiretilmesinde
belirtilen yontemlerin kullanilabilirligini etkilemektedir. Nitekim yapilan aragtirmalar D-
pinitol ve tiirevlerini gida takviyesi olarak piyasaya sunan ticari firmalarin bu amacla daha
cok hedef bilesiklerce zengin soya fasulyesi, ke¢iboynuzu gibi materyalleri 6zel
tekniklerle (solvent ekstraksiyonu, kromatografik ayirma gibi) kullanarak islediklerini
gostermektedir (Anonymous 2014b, 2014d). Arastirmacilar D-pinitol ve tiirevlerinin gida
matrikslerinden ayristirilmasinda degisik yontemler gelistirmistir.

Baumgartner vd (1986)’nin kegiboynuzu ekstraktinda gergeklestirdigi ¢alismada
fermentasyon (Saccharomyces bayanus), evaporasyon, anyonik ve katyonik iyonik regine
kullanim1 (anyonik ve katyonik) ve solvent (etanol) muamelesi ile kristalizasyon
asamalar1 sonucu ekstraktta bulunan siklitolleri fraksiyonlarina ayirmis ve bu bilesiklerin
konsantrasyonlarin1 ince kolon krotomatografisi, gas kromatografisi ve gaz
kromatografisi-kiitle spektroskopisi yontemleriyle belirlemislerdir (Bkz. Sekil 2.4).
Analiz sonuglarina gore kegiboynuzu ekstraktinin kuru madde bazinda % 5-7.5 diizeyinde
D-pinitol icerdigi ifade edilmistir.

Agrawal ve Rabinowitz (1997)’in patent aldigi caligmada materyal olarak
karbonhidrat ve siklitollerce zengin badem kabugu ekstrakti kullanilmigtir. Materyal,
siklitolleri kullanmamasi (tercihen sorbitolii kullanmasi) icin adapte edilen yabani
Saccharomyces cerevisiae mayasi ile fermente edilmis, fermentasyon sonunda elde edilen
karisim sirasiyla filtrasyon, konsantrasyon ve kristalizasyon islemlerine tabi tutularak
yiiksek saflikta ve verimde siklitoller elde edilmistir.
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Soya fasulyesi yapraklarimi farkli konsantrasyonlardaki etanol g¢dozeltileri (1.
deneme: 700 g etanol/L, 2. deneme: 630 g etanol/L) ve bu islemlerden elde edilen
ekstraktlar1 da kloroform-su karisimi ile muamele eden Streeter (2001) son asamada iyon
degistirici recine kolonu kullanarak ekstraktlart saflagtirmistir.

Cizelge 2.5. Regine kolonundan gegirilen ekstraktlarin siklitol geri kazanimlar1

(Streeter 2001)
1. deneme 2. deneme
Siklitol Once Sonra Gerl Once Sonra Geri
kazanim kazanim

mg % mg %
D-pinitol 499.0 484.1 97 849.0 839.9 99
chiro-inositol  27.7 31.4 113 48.4 48.6 100
myo-inositol 17.9 18.6 104 42.2 33.0 78

Yapraklardan elde edilen ham ekstraktin iyon degistirici recine kolonundan
gecirilmesi siklitollerin neredeyse tamaminin geri kazanilmasina yol agmistir (Cizelge
2.6). Streeter (2001)’in uyguladig1 bu kismi saflagtirma yontemiyle alt1 bitkiden toplanan
325 g soya fasulyesi yapragindan 1.8 g D-pinitol elde edilmistir. Ancak Streeter bu
calismadan elde ettigi D-pinitoliin saf olmadigin1 bu amagla ileri diizeyde calismalar
gerceklestirilmesi gerektigini bildirmistir.

Shin vd (2003) ise farkli soya fraksiyonlarindan D-pinitol veya chiro-inositol elde
edilmesinde geri kazanim verimliligini artirmak amaciyla bir calisma tasarlamislardir
(Sekil 2.18). Calismada farkli mikroorganizma kiiltiirleri kullanilarak fraksiyonlardaki D-
pinitol tlirevlerinin serbest D-pinitol formuna doniisiimii saglanmistir. Bu amagla
mikroorganizmalarin faaliyeti ile soya siitii peynir alt1 suyunda (soybean curd whey)
bulunan D-pinitol glikozitleri, D-pinitol fosfatlar, D-pinitol fitatlar, D-pinitol esterleri, D-
pinitol fosfolipitleri ve lipit-bagli D-pinitoller gibi bagl formdaki D-pinitol tiirevlerini
serbest D-pinitol formuna doniistiirismistiir (Cizelge 2.7).

Cizelge 2.6. Soya siitil peynir alt1 suyunda gelisen farkli mikroorganizmalarin serbest
formda D-pinitol olusturmasi (Shin vd 2003)

. . D-pinitol Uretim Seker Endiistriyel
Mikroorganizma Susu L
Orani Asimilasyonu Kullanimi
S. carlsbergensis +++++ +++++ Bira
Maya S. cerevisiae ++++ ++ 1nv§rtaz
S. pastorianus +++ ++ Bira
C. utilities +++ + 5-adenilik asit
A. niger ++++ +++++ a-amilaz
Kif P. funiculosum ++ ++ Pektinaz
T. viride ++++ + Ksilanaz
B. stearothermophillus +++ + a-amilaz
Bakteri E. coli ++++ + -
P. amyloderamosa ++ + izoamilaz
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Dolayisiyla fermentasyon sonunda D-pinitol konsantrasyonunda bir miktar artis
meydana gelmistir (Shin vd 2003). Fermentasyon asamasindan sonra ilgili fraksiyonlarda
bulunan hedef'iki bilesik aktif kdmiire tutuklandirilarak bu kimyasaldan kademeli organik
solvent eliisyonu yontemiyle geri kazanilmistir. Patent altina alinan bu metot ile % 95’lere
varan saflik diizeyinde D-pinitol ve chiro-inositol elde etmek miimkiin olmustur (Sekil
2.18).

Soya fraksiyonu
.
Mikrobiyal islem

v
Santrifiijleme

‘ Aktif komiir kolonuna adsorpsiyon

A

% 10-50 Etil alkol 4—{ Eliisyon ve fraksiyonlarina ayirma |

l D-pinitol fraksiyonu | l chiro-inositol fraksiyonu |
v 1
| Konsantrasyon ve solvent ile geri kazamim ‘ ’ Konsantrasyon ve solvent ile geri kazamm ‘
y y
| Vakum kurutma ‘ ’ Dondurarak kurutma ‘
Yiiksek saflikta iiriin Diisiik saflikta iiriin

Sekil 2.18. Yiiksek saflikta D-pinitol elde edilmesine yonelik model ¢aligsma (Shin vd
2003)

Camero ve Merino (2004)’nun patent aldiklari baska arastirmada ise kegiboynuzu
ekstraktindan % 95 saflikta D-pinitol elde etmislerdir. Caligmada ilk asama olarak
cekirdekleri c¢ikarilmis kegiboynuzu meyvesinden kompozisyonunun % 55-75’ini
sakkarozun, % 7-15’ini fruktozun, % 7-16’sm1 glukozun, % 0.5-3’ini diger sekerlerin, %
4-14’1uinii siklitollerin ve % 0.5-2’sini ise organik ve inorganik safsizliklarin olusturdugu
bir ekstrakt elde edilmistir. Daha sonra bu ekstrakt sirasiyla Sekil 2.19°da gosterilen
islemlere tabi tutulmus ve en son asamada da % 95 saflikta D-pinitol elde edilmistir.

Camero ve Merino (2004) on islemlerden gegirilen kegiboynuzu ekstraktinin
deminerilzasyon ve renksizlestirme asamasindan sonra % 90 oraninda D-pinitol
icerdigini, bu oranin da etanol ilave edilerek yapilan kristalizasyon isleminden sonra %
95’e yiikseldigini bildirmislerdir. Literatiir bilgilerinden de anlasilacagi gibi D-pinitoliin
farkli bitkisel kaynaklardan ekstraksiyonunda ve saflastiriimasinda en ¢ok kromatografik
ayirma ve solvent ekstraksiyonu teknikleri kullanilmis bunun yani sira inversiyon, etanol
fermentasyonu, kristalizasyon gibi saflastirma tekniklerinden de yararlanilmistir.
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Sekil 2.19. Yiiksek saflikta D-pinitol elde edilmesine yonelik baska bir model ¢alisma
(Camero ve Merino 2004)

2.7. D-pinitoliin  Zenginlestirilmesi ve Saflastirilmas1 Amaciyla Yapilan
Calismalarda Yaygin Olarak Kullanilan Teknikler Hakkinda Baz Bilgiler

Bir bilesigin bulundugu ortamdan ayristirilmasi i¢in ¢ok farkli metotlardan
yararlanilabilir. Bu amagla filtrasyon, santrifiijleme, evaporasyon, Kristalizasyon,
kurutma, ters osmoz ve ultrafiltrasyon gibi mekanik islemler kullanilabilecegi gibi
adsorpsiyon, iyon degistirme, kolon kromatografisi, afinite kromatografisi, solvent
ekstraksiyonu, elektroforez ve elektrodiyaliz gibi  kimyasal islemler de
kullanilabilmektedir. Ayrica hedef bilesigin 6zelligine bagli olarak bu metotlarin
kombine olarak kullanilmas1 da gerekli olabilir. Literatiirde D-pinitoliin ilgili bir
matrikste zenginlestirilmesi veya bu matriksten saflastirllmasina yonelik yapilan
arastirmalar incelendiginde, bu amagla 6zellikle solvent ekstraksiyonu, adsorpsiyon ve
iyon degistirme tekniklerinin yaygin olarak kullanildig: goriilmiistiir.

2.7.1. Solvent ekstraksiyonu teknigi

Solvente dayali ayirma teknikleri bir karisimdan ¢6ziinen maddenin
uzaklastirilmas: veya ayristirilmasinda distilasyon gibi klasik bir ayirma teknigi ile
kolaylikla ayirma saglanmadiginda gerekli hale gelmektedir (Harper ve Hostrup 2000).
Solvent ekstraksiyonu saflastirma isleminin herhangi bir agamasinda uygulanabilir ancak
genellikle ayirma isleminin basinda uygulanmasi daha yararli olmaktadir. Cozilinen
madde stabil yapidaysa ve solvent kolaylikla uzaklagtirilabiliyorsa solvent ekstraksiyonu
ile yliksek verim elde edilebilmektedir (Dechow 1989).

Solvent ekstraksiyonunda ¢6ziinen maddenin ¢oziiniirliigii solvente ve sicakliga
bagl olarak degismektedir. Coziiniirliigii belirlemede en 6nemli faktdrlerden birisi
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solvent ve ¢éziinen maddenin polaritesidir. Polarite molekiiliin tamaminda ve kimyasal
baglarda dagilmis halde bulunan elektronlarla iliskilidir. Polar molekiiller polar
solventlerde ¢oziilmektedir. Solventlerin polarizasyon dereceleri birbirinden farklidir
(Cizelge 2.8). Polarite dereceleri bakimindan kiyaslandiginda en polar solvent sudur
(Dobbs ve Smart 2002). Dolayisiyla bir¢ok polar bilesigin ¢oziinmesinde yaygin olarak
su kullanilmaktadir.

Cizelge 2.7. Yaygin olarak kullanilan solventlerin azalan polariteye gore

siralanmasi
Solvent Formiil iy(')'nik Bilesikleri Polarizasyon

Cozme Durumu Derecesli

Su H20 + En polar

Asetik asit CH3COOH +

Metanol CH30OH +

Etanol C2HsOH +

Aseton (CH3)C=0 + Orta derece

Etil asetat CH3COOCzHs -

Dietil eter CH3CH2,0OCH,CHj3 -

Triklorometan CHCls -

Toluen CeHsCHs -

Benzen CeHe -

Hidrokarbonlar CHs(CH2)3CHsvb. - En az polar

KAYNAK: (Dobbs ve Smart 2002)

D-pinitol ve diger siklitollerin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi amaciyla
gerceklestirilen bir¢ok arastirmada da etanol, metanol, petrol eteri ve aseton gibi farkli
solventler kullanilmigtir (Kennington vd 1992; Abreu ve Relva 2002; Shin vd 2003;
Dewangan vd 2014). Calismalarda kullanilan bu solventlerin genellikle hedef bilesiklerin
ekstraksiyonunu kolaylastirdig1 veya bu bilesiklerce zengin hale getirilen son iiriinlerin
saflik degerini artirdigi goriilmiistiir. Bu calismalarda en ¢ok kullanilan ve basarili
bulunan solvent etanol olmustur.

Nitekim soya fasulyesi bitkisinin yapraklarinda bulunan D-pinitoliin kismi olarak
saflagtirllmasi {izerine bir arastirma yapan Streeter (2001) farkli oranlarda etanol igeren
solventler (630 ve 700 g/L etanol) kullanarak yapraklardan siklitollerce zengin ekstraktlar
elde etmistir. Iyon degistirici recine kullanilmasiyla saflastirilan ekstraktlarin D-pinitol
geri kazanimlar1 kiyaslandiginda ise daha diisiik konsantrasyonda etanol ile yapilan
ekstraksiyonda daha yiiksek geri kazanim (630 g/L etanol kullanilan denemede % 99, 700
g/L etanol kullanilan denemede % 97) elde edilebildigi goriilmiistiir.

Shin vd (2003) ise farkli konsantrasyonlarda etanol igeren kademeli kademeli
olarak yapilan islemlerle yiiksek saflikta D-pinitol iiretmenin miimkiin oldugunu ifade
etmistir. Buna gore; Saccharomyces carlsbergensis mayasi ile fermente edilen soya siitii
peynir altt suyunda bulunan D-pinitoliin konsantrasyonu % 95°lik etanol ile muamele
edildiginde 4 kat artmistir. Bu islemden elde edilen ekstrakt ise aktif komiir kolonundan
gecirildikten ve sonra da % 20’lik etanol ile muamele edilmis ve D-pinitol
konsantrasyonundaki artis 20 kat olmustur. Daha sonra % 95’lik etanol ile muamele
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edilen ve 5 °C’de 12 saat bekletilen ekstrakttan % 96.5 saflikta D-pinitol i¢eren bir ¢okelti
elde edilmistir.

2.7.2. Adsorpsiyon teknigi

Adsorpsiyon islemleri bir gaz veya sivida bulunan bir veya birden fazla bilesigin
(adsorbat) mikro-gozenekli bir katinin (adsorbentin) yiizeyinde segici olarak konsantre
hale gelmesidir. Adsorpsiyona neden olan ¢ekici kuvvetler genellikle kimyasal baglardan
daha giigsiizdiir. Adsorbentin sicakliginin artirilmast  veya adsorbatin  kismi
basincinin/sivi igerisindeki konsantrasyonunun azaltilmas: ile adsorbat sistemden

ayristirilabilmektedir (Keller vd 1987).

Adsorpsiyon adsorbentin yiizeyinde meydana geldigi i¢in toplam ylizey alani
onemli bir parametredir. Adsorbentin yiizeyi tamamen homojen ise kaplanan ylizeyin
miktar1 ¢ézlinen maddenin boyutu yerine seklinin bir fonksiyonu olmaktadir. Adsorbent
gozenekli bir yapiya sahip degilse ¢0ziinen maddenin partikiill boyutu azaldikca
adsorplanabildigi maksimum miktar artmaktadir. Bu durum partikiil boyutu asir
derecede kiiciikse adsorbent dolgulu kolonun yiiksek basincinin azalmasina neden olur.
Endiistriyel saflastirma islemlerinde kullanilan birgok adsorbent 100 m?/g’dan biiyiik
yiizey alanina ve 150-1500 p araliginda degisen partikiil biiytikliigiine sahiptir. Bu yiizden
adsorbentlerin ylizey alaninin biiyiik bir kism1 gozenekli bir yapiya sahip olmalidir.
Gozeneklerin boyutu ve homojen bir yapida olmasi biiyiik molekiillerin adsorpsiyonunu
etkilemektedir. Adsorpsiyonda etkili yiizey alani adsorbe edilen maddelerin molekiiler
boyutu arttik¢a azalmaktadir (Dechow 1989).

Bir adsorbentin saflastirma isleminde kullanilabilir olmasi kompozisyonuna,
yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplara, gdzenekli yapisina ve yiizey alanina, polarite
derecesine ve hidrofilik veya hidrofik olmasina baglidir. Saflagtirma islemlerinde yaygin
olarak kullanilan adsorbentler silika jel, alumina, zeolit ve aktif karbondur. Silika jel
sentetik, gozenekli, kiiresel topaklar seklinde olusan kristal olmayan bir jel yapidadir.
Alumina ise silika jelden farkli olarak kristal bir jel yapisina sahiptir. Zeolit tipi
aluminosilikatlar ise % 100 oraninda homojen bir boyuta sahip olan gozenekli bir hacim
olusturma o6zelligine sahip tek adsorbenttir. Saflastirma islemlerinde yaygin olarak
kullanilan adsorbentlerden aktif komiir ise odun veya komiiriin pirolizi ile olusan boyutlu
graniillerdir (Dechow 1989). Sivilarin saflagtirilmasinda bu adsorbentler arasinda en ¢ok
aktif komiir kullanilmaktadir (Cizelge 2.9).

Ticari aktif karbon adsorbentleri hidrojen ve oksijen molekiilleri ile kapli genis
yiizey alanlar1 ile karakterize edilirler. Bu ylizeyleri reaktif polar gruplardan
olugsmaktadir. Adsorbentin gézenek boyutunun bir fonksiyonu olarak gézenek hacminin
belirlenmesi aktif komiir tarafindan adsorbe edilen molekiiler boyutunu gosterebilmek
i¢in 6nemlidir.
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Cizelge 2.8. Sivilarin saflastiriimasinda kullanilan ticari adsorpsiyon ayirma
yontemlerine drnekler

Ayirma Adsorbent

H-O ilaveli, oksijenli veya klorlu organik maddeler vb.  Silika,alumina, zeolit
Koku ve tat bilesikleri, igme suyu Aktif karbon
Stilfiirli bilesikler/organik maddeler Zeolit ve digerleri
Cesitli fermentasyon tiriinleri/fermentdr atiklar Aktif karbon
Pgtrplun revnksmlestlrllmls fraksiyonlari, seker suruplari, Aktif karbon

bitkisel yaglar vb.

KAYNAK: Keller vd (1987) nin makalesinden uyarlanmistir.

Yiiksek molekiiler agirliga sahip ¢oziinebilir organik molekiiller diisiik molekiil
agirliga sahip molekiillere gore aktif komiire daha ¢ok adsorbe olmaktadir. Ayrica
adsorpsiyon molekiillerin polar olup olmamasiyla da alakalidir. Metanol gibi polar ve
diisitk molekiil agirlikli organik bilesikler adsorbente ¢ok zayif bir sekilde tutunur,
dolayisiyla diger organik maddelerin hareketi ile adsorbentin yiizeyinden kolaylikla
hareket ettirilebilir. Toluen gibi aromatik, polar olmayan bilesikler ise aktif karbon
yiizeyine etkili bir sekilde tutunurlar ve rejenere edilene kadar da bu sekilde kalirlar.
Suyun pH degeri ve ¢dziinen maddenin solvent i¢erisindeki ¢oziintirliigii de aktif komiire
adsorplanabilirligini etkilemede olduk¢ca Onemli olan faktorlerdir. Farkli ¢6ziinen
maddelerin  olmasi, belirli bir kontaminantin uzaklastirilmasinda adsorpsiyon
karakteristigini etkileyen diger 6nemli bir faktordiir (Dechow 1989).

D-pinitol ve diger siklitollerin ekstraksiyonu ve saflastirilmast amaciyla yapilan
aragtirmalarda ticari adsorbentlerden 6zellikle aktif komiiriin kullanildigr goriilmiistiir.
Nitekim Ostlund ve Sherman (1998) D-pinitol ve tiirevi bilesiklerinin metabolik
diizensizlikler iizerine etkisini arastirdiklar1 caligmalarinda iyon degistirme kolonu
kullanmadan once aktif komiir adsorpsiyonu uygulamiglardir. Burada aktif komiir ile
muamele etmenin renksizlestirmeden ziyade iyon degistirici recineye yapisabilecek diger
maddelerin ayristirilmasi i¢in gerekli oldugunu ifade etmislerdir. Iyon-degistirici regine
kullannmindan o6nce aktif komiir adsorpisyonu yapilmasi yoluyla bu istenmeyen
bilesiklerin asit/baz uygulamasina direng goOstermesinin ve istenmeyen sekerin
uzaklastirilma hizini diisiirmesinin 6niine gecildigi bildirilmistir.

Soya fasulyesi fraksiyonlarindan yiiksek verimle D-pinitol ve chiro-inositol geri
kazanimini amagladiklari ¢alismalarinda Shin vd (2003) aktif komiir dolgulu kolon ile bu
bilesiklerin ayristirilmasinin iyon degistirici recine, zeolit veya mikrobiyal fermentasyon
yontemlerinin kullanilmasina gore ekonomik agidan tercih sebebi olan bir metot
oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar bu islem ile proteinler gibi ¢dziinmeyen
makromolekiillerin ortamdan kolaylikla uzaklastirilabildigini, boylelikle yiiksek verimde
D-pinitol ve chiro-inositol iiretebilmenin miimkiin oldugunu ifade etmislerdir.

2.7.3. iyon degistirme teknigi
Iyon-degistirici recineler ile yapilan ayirma ve saflastirma islemlerinin esast

cozlinmez bir regine ile (iyon degistirme materyali) soliisyonda bulunan ve iyonlasabilir
bir madde arasindaki iyonlarin tersinir bir sekilde degistirilmesi prensibine
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dayanmaktadir (Dechow 1989). Iyon degistirme tekniginin endiistriyel uygulamalari
oldukga fazladir. Teknik su gibi diisiik maliyetli maddelerin saflastirilmasindan yiiksek
maliyetli altin ve platin gibi kiymetli metallerin yan1 sira farmasotik tiirevlerin islenmesi
ve saflastirilmasina kadar degisen genis bir aralikta kullanilmaktadir (Cizelge 2.10). Iyon
degistirme tekniginin en c¢ok kullanildigi alan ise yumusatma, dealkalizasyon,
demineralizasyon gibi islemlere tabi tutulan su islemedir. Atik su isleme, c¢evre
kirliliginin kontrolii gibi alanlarda da basariyla kullanilabilmektedir (Streat ve Cloete
1987).

Cizelge 2.9. Temel iyon degistirme uygulamalarina 6rnekler

Yumusatma, dealkalizasyon, deiyonizasyon, floriir,

Su oksijen, demir ve manganez, nitrat, amonyak ve renk
maddelerinin uzaklastirilmasi
Sekerler ve polihidrik Seker kamisi, misir ve seker pancari sekerlerinin
alkoller saflagtirilmasi, gliserin ve sorbitoliin saflagtirilmasi
Biyolojik geri kazanim  Antibiyotikler, vitaminler, amino asitler, proteinler,
ve saflastirma enzimler, plazma, kan ve viriisler
Uranyum, toryum, nadir topraklar, gecis metalleri,
Hidrometalurji uranyumdan daha agir elementler, altin, glimiis,

platin ve krom

Alkoller, benzen, klorlu hidrokarbonlar, aseton,
karbon tetrakloriir

Reaktif saflastirma Hidroklorik asit, formaldehit, fenol, akrilatlar
Inorganik kolloidlerin SiO2, Fe(OH)s, AI(OH)s, toryum oksit, zirkonyum
hazirlanmasi dioksit

Kataliz Sakkarozun iversiyonu, esterifikasyon, kondensasyon
Antasitler, sodyumun indirgenmesi, tadin
maskelenmesi, siirekli salinim, tedavi, tabletlerin
ufalanmasi, pH kontrolii, potasyum ve toksinlerin
uzaklastirilmasi, kaplama uygulamasi

Analiz Ayirma, konsantre etme, saflagtirma

KAYNAK: Streat ve Cloete (1987)’nin makalesinden uyarlanmustir.

Solvent saflagtirma

Ilag

Iyon degistirici materyaller tamamen inorganik olan regineler ve sentetik organik
regineler olarak siiflandirilmaktadir. Inorganik iyon degistiriciler mineral zeolitler, yesil
kum tasi, kil ve jel zeolitler gibi dogal olarak bulunan materyaller ile ¢ok degerlikli
metallerin sulu oksitleri ve ¢ok degerlikli metallerin polibazik asitlerin ¢éziinmeyen
tuzlarini bir arada bulundurmaktadir. Sentetik organik regineler ise ¢capraz bagli polimer
matriksi yapilar1 sayesinde iyon degistirme kapasitesine sahip olmaktadir. Bu matriksin
genel olarak giiclii ve zayif asit katyonu ve gii¢lii ve zayif baz anyonu Ozelliklerini
kazanacak sekilde ilave reaksiyonlar gegirmesi gerekmektedir (Dechow 1989).

Iyon degistirici reginelerden hedef bilesigin eliisyonu &zel bir ayirma islemi
gerektirmektedir. Baz1 durumlarda hedef bilesik/bilesikler adsorbe edilmeden kalirken
iyon degistirme islemi hammaddeden safsizliklarin uzaklastirilmasi i¢in kullanilir. Bu
durumda iyon degistiricinin rejenere edilebilmesi i¢in giiglii bir asit veya alkali ile
muamele edilmesi gerekirken, 6zel bir eliisyon metodunun uygulanmasina gerek yoktur.
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Diger durumlarda hedef bilesik iyon degistirici tarafindan adsorbe edilirken safsizliklar
kolonu terk eder. Bu asamadan sonra istenen bilesik kolondan ayristirilarak geri kazanilir
(Grandison 1996).

Adsorbe edilen maddenin eliisyonu tamponun pH’smin veya iyonik giicliniin
degistirilmesinden etkilenmektedir. Tamponun iyonik giicliniin artirilmast iyon
degistirici tlizerindeki yiiklii bolgeler icin rekabeti artirmaktadir. Bu sayede yiiksek
derecede yiik yogunluguna sahip olan kii¢iik tampon iyonlar1 daha sonra ayrisacak olan
polielektrolitlerle yer degistirir. Tampon pH’sinin degistirilmesi ise adsorbe edilen
polielektrolitin yiikii notralize edildigi veya iyon degistirici ile ayni yiike sahip hale
getirildigi i¢in desorpsiyona ugramasina neden olur (Grandison 1996).

Literatiirde D-pinitol ve tiirevlerini yliksek saflikta elde etmede iyon degistirme
tekniginin yaygin olarak kullanildig goriilmektedir. Camero  ve  Merino  (2004)
keciboynuzu ekstraktinda bulunan D-pinitolii ayristirabilmek i¢in iyon degistiricilerin de
kullanildig: farkli tekniklerden yararlanmislardir. D-pinitoliin gii¢lii anyonik ve katyonik
iyon degistirici recinelerle ekstrakttan ayristirilabilecegini ifade eden Camero ve Merino
(2004) D-pinitoliin saflik diizeyi tizerine katyonik ve anyonik re¢ine kullaniminin etkisini
arastirmislardir. Buna goére; Na* ve Ca'™ formundaki giiclii katyonik regineleri
kullandiklar1 denemede % 95 saflikta D-pinitol elde ettiklerini; OH" formundaki giiglii
anyonik re¢ine kullandiklarinda ise % 91 saflikta D-pinitol elde ettiklerini bildirmislerdir.
Bununla birlikte anyonik regine kullaniminin alkali ortamda sekerlerin dekompoze
olmasina neden oldugunu, adsorpsiyonun geri doniigsiiz gerceklestigini dolayisiyla
recinelerin rejenerasyonunda zorluklar yasandigini bunun da yiiksek maliyetlere ve regine
Omiirlerinin kisa olmasina neden oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle ve adsorpsiyon
etkileri geri doniisiimlii olan stabil katyonik re¢inelerin kullaniminin istenen hedefe
ulasilmada yararli olacagini ifade etmislerdir.

Ostlund ve Sherman (1998) soya fraksiyonlarindan D-pinitol ve tiirevlerini
ayirmak icin iyon degistirici re¢ine kullanimmin da yer aldigi bir takim islemler
uygulamislardir. Deiyonizasyon ve sekerlerin ekstrakttan uzaklastirilmas: amaciyla OH
formunda gii¢lii anyonik iyon degistirici recgine kullanarak D-pinitol ve tiirevlerince
zengin bir iriin elde etmiglerdir. Ostlund ve Sherman (1998) deiyonizasyonun kesikli
yapilmasinin iyon degistirici kolonlar kullanilarak yapilan uygulamalara gore daha az
etkili oldugunu, bu sistemde reg¢inenin rejenerasyonunun daha zor oldugunu ve
deiyonizasyonun da ¢ok uzun siirdiigiinii ifade etmislerdir.

Saska ve Diack (1996) diisiik konsantrasyonlu NaOH ¢6zeltisi ile sartlandirdiklar
Cl formundaki gii¢lii baz anyonik iyon degistirici regine sistemi kullanarak seker ve seker
alkollerine gore afinitesi daha diigiik olan inositolleri ilgili solisyondan ayirmislardir.
Soya fasulyesi bitkisinin yapraklarinda bulunan D-pinitoliin kismi olarak saflastiriimasi
amaciyla bir ¢alisma gergeklestiren Streeter (2001) ise H" formundaki giiglii katyonik ve
OH" formundaki gii¢lii anyonik iyon degistirici recineleri kullanarak ekstraktta bulunan
siklitollerin konsantrasyonunu artirmistir. Streeter (2001) iyon degistirici kolonlar
kullanilmadan 6nce kuru madde igeriginin % 26’lik kismin1 sekerler ve siklitollerin
olusturdugunu, iyon degistirici kolonlar kullanildiginda ise elde edilen ekstraktlarda
sekerler tespit edilemezken siklitollerin kuru agirhigim % 93.5’lik bir kismim
olusturdugunu belirtmistir.
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2.8. Arastirma Kapsaminda Kullanilan Teknikler Hakkinda Baz Bilgiler
2.8.1. Enzim uygulama

Arastirmada keg¢iboynuzu meyvesi sicak su ile muamele edilerek meyvede
bulunan suda ¢6ziinen bilesiklerin (D-pinitol, sekerler vb.) belli bir kisminin s1vi ekstrakta
gecmesi  saglanmistir. Bu asamadan sonra ekstraktin  D-pinitol igerigini
zenginlestirebilmek i¢in uygulanan ilk asama enzim uygulama ve sicak durultma
olmustur. Enzim uygulamada ke¢iboynuzu ekstraktinda bulunan sakkaroz molekiiliine ve
pektik maddelere etki edecek enzimler (pektolitik enzim karigimi ve invertaz)
kullanilmustir.

Invertaz (B-D-fruktofuranosid fruktohidrolaz, B-fruktofuranosidaz, siikraz,
invertin, sakkaraz, EC 3.2.1.26) sakkaroz ve glikozitlerinin hidrolizini katalizleyen en
basit ticari karbohidrazlardan birisidir (Sekil 2.20). Ozellikle konfeksiyoneri
endistrisinde sakkaroza gore daha tathi olan ve kolaylikla kristalize olmayan fruktozun
arzu edildigi durumlarda bu enzimin aktivitesinden yararlanilmaktadir (Aranda vd 2006).

HO - HO HO
f HO-,
CH, \ “CH, \
s beris hed
aM P + HZD - 4+ e
o o CH, N OH CH,
AN N
OH OH OH OH OH oy
Sakkaroz Clukoz Frukiez

Sekil 2.20. invertazin etki mekanizmas1 (Alper 2005)

Invertaz enziminin iiretiminde bircok mikroorganizma kullanilmaktadir. Maya
kaynakli invertaz B-fruktosidaz tipi invertaz olurken fungal kaynakli invertaz ise a-
fruktosidaz tip1 invertaz olmaktadir. Her iki tip invertaz da sakkarozu hidrolize etmektedir
ancak B-fruktosidaz tipi invertaz sakkaroz molekiiliinii fruktoz ucundan parcalarken, a-
fruktosidaz tipi olan invertaz ise glukoz ucundan pargalamaktadir (Kulp 1975).

Literatiirde Schwanniomyces occidentalis (Costaglioli vd 1997), Aspergillus niger
(Romero-Gomez vd 2000), Candida utilis (Chavez vd 1997), Rhodotorula glutinis (Rubio
vd 2002) gibi birgok mikroorganizmadan invertaz iretildigine dair arastirmalar
mevcuttur. Ancak bu enzimin ticari olarak iiretiminde en ¢ok karakteristik olarak
sakkarozu yiiksek derecede fermente edebilme O6zelligine sahip olan Saccharomyces
cerevisiae mayasi kullanildig: bilinmektedir (Venesh Kumar vd 2011).

Bu arastirmada invertaz enzimi kullanilma amaci arastirmada yer alan etanol
fermentasyonu asamasinda mikroorganizmanin sakkaroza gore glukozu daha ¢ok tercih
etmesinden dolayi etanol liretme hizini, dolayisiyla da fermentasyon etkinligini artirmak
olmustur. Pektolitik enzimler etki ettikleri substrata (pektin, pektik asit, oligo-D-
galakturonat vb.), etki sekli (hidroliz veya trans-eliminasyon) ve substratt parcalama
bolgelerine (endo-, ekzo-) gore siniflandirilmaktadir (Alkorta vd 1998; Kashyap vd 2001)
(Cizelge 2.11).
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Cizelge 2.10. Pektolitik enzimlerin siniflandirilmast

Enzim Grubu Substrat Etki Mekanizmasi
Metoksil grubunu

Pektin deesterifiye ederek pektik
asit olusturma
Endo PMG: 0-1,4-
glikozidik baglar rastgele

Pektinesterazlar
(PE, Pektinmetil hidrolazlar)

Polimetilgalakturonaz Pekiin parcalama
(PMG) Ekzo PMG: a-1,4-
Hidrolizasyon glikozidik baglar sirayla
parcalama
Endo PG: a-1,4-glikozidik
Poligalakturonazlar Pektik asit baglari rastgele pargalama

(PG) Ekzo PG: a-1,4-glikozidik
baglar1 sirayla parcalama
Endo PMGL: a-1,4-
glikozidik baglar1 rastgele
Polimetilgalakturonat Pektin trans-eliminatif ayirma
liyaz (PMGL) Ekzo PMGL: a-1,4-
glikozidik baglar1 sirayla
Trans- trans-eliminatif ayirma
eliminasyon Endo PGL: a-1,4-glikozidik
baglar rastgele trans-
Poligalakturonat liyaz A eliminatif ayirma
(PGL) Pektik asit —p > PGL: a-1,4-glikozidik
baglari sirayla trans-
eliminatif ayirma
Yiiksek derecede
Protopektinaz Protopektin  polimerlesmis ¢oziinebilir
pektin

Depolimerize Enzimler

KAYNAK: (Alkorta vd 1998; Kashyap vd 2001)

Pektik enzimler meyve suyu endiistrisinde 6zellikle meyve suyu randimaninin
artirllmasinda ve meyve sularinin durultulmasinda uzun yillardan beri kullanilmaktadir
(Whitaker 1990). Filtrasyonu kolaylagtirmak ve bulanikliga neden olan partikiilleri
meyve suyundan uzaklastirmak amaciyla uygulanan durultma isleminde pektik
enzimlerin kullanim1 bu enzimlerin bilinen en eski kullanim alanidir (Rombouts ve Pilnik
1980). Pektik enzimler ayrica meyve suyu ekstraksiyonunda da 6nemli bir role sahiptir.
Pektinin bu enzimler tarafindan pargalanmasi preslemeyi kolaylastirmakta dolayisiyla
elde edilen meyve suyu verimi artmaktadir. Frenk iiziimii, ahududu gibi yumusak
meyveler ezildikten sonra elde edilen ham meyve sular1 asir1 derecede viskoz olmakta
dolayisiyla kat1 partikiillerin meyve sularindan ayristirilmasi zorlasmaktadir. Pektik
enzimlerin aktivitesi viskozitede azalmaya neden olup preslemede meydana gelebilecek
bu problemi ortadan kaldirmaktadir (Sakai vd 1993).

Pektik maddeler meyve sularinin yogunlugunu, bulanikligini ve goriiniisiinii
etkileyen maddelerdir (Borrego vd 1989) ve taze meyve agirhigmin % 0.5-4’i bu
bilesiklerden olusturmaktadir (Pilnik ve Voragen 1993). Preslenen ham meyve sularinda
ve bitkisel kaynakl1 biitiin meyvelerin ekstraktlarinda pektik bilesikler gibi ¢éziinmeyen
partikiiller bulunur. Bu partikiiller “bulaniklik olusturan partikiiller” olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 2.21).
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Sekil 2.21. Pektolitik enzim aktivitesinin meyve dokulari tizerine etkisi (Anonymous
2014c)

Partikiillerde pozitif yiiklii protein ¢ekirdegi negatif yiiklii pektin molekiilii ile
sarilmistir (Pilnik ve Voragen 1993). Pektin molekiillerinin negatif yiiklii olmasi ayni
yiikli diger partikiilleri itmesine neden olmaktadir. Dolayisiyla bulaniklik olusturan bu
partikiillerin agregasyon ve flokiilasyonu i¢in bu pektin kilifinin pargalanmasi
gerekmektedir.

Pektolitik enzimler partikiillerdeki pektin kilifin1 parcalayarak protein
¢ekirdeginin ortaya ¢ikmasini saglamakta, karst karsiya gelen zit yiikli partikiiller de
elektrostatik ¢ekim kuvvetinin etkisiyle biiyiik agregatlar olusturmaktadir (Anonymous
2014c). Bu partikiiller kendiliginden ¢okebilse de ¢okme islemini hizlandirmak ve
etkinligini artirmak amaciyla durultma asamasinda bentonit, jelatin ve kizelzol gibi
¢okmeyi tesvik eden yardimc1 maddeler kullanilmaktadir (Kashyap vd 2001).

2.8.2. Durultma

Geleneksel durultma isleminde yaygin olarak kullanilan durultma yardimeci
maddeleri bentonit, jelatin ve kizelzoldur. Bunlardan kizelzol ve bentonit negatif yiik
tasirken, jelatin meyve suyu pH’sinda pozitif yiikliidiir. Meyve suyunda bulunan ve
bulaniklik sorunu yaratan fenolik bilesiklerin negatif, meyve suyu proteinlerinin ise
pozitif yiiklii oldugu dikkate alinacak olursa, uygun miktar, kombinasyon ve kosullarda
eklenecek durultma yardimci maddeleri ile etkin bir berraklastirma islemi
gerceklestirmek miimkiindiir. Boylece ayn tiir elektriksel ytik tasiyan kolloidlerin tizerine
z1t yiik tasiyan bir kolloidin eklenmesi ile daha 6nce ayni tiir yiik tasidigi i¢in birbirini
iten parcaciklar floklar halinde ¢okmeye baslamakta ve olusan floklar sedimentasyon
veya filtrasyon gibi bir uygulamayla ayrilabilir nitelik kazanmaktadir (Cemeroglu ve
Karadeniz 2004).

Durultma yardimecr maddelerinden jelatin; kemik, deri, kikirdak gibi hayvansal
kaynaklardan elde edilen kollagen tipi bir proteindir. Ekstraksiyon yontemine gore asidik
hidrolizasyon (Tip-A) ve bazik hidrolizasyon ile elde edilen (Tip-B) olmak {izere iki tipi
mevcuttur. Durultma acisindan jelatinin izoelektrik noktast ve bloom sayist gibi
ozellikleri 6nemlidir (Eksi 1988). A tipi jelatinin izoelektrik noktasi pH 7.0-9.0 arasidir.
Bu izoelektrik noktadaki pH degerinde A tipi jelatin esit miktarda pozitif ve negatif ylikler
icerecedi i¢in digariya karsi notr olarak davranmakta, bu pH derecesinin altinda pozitif,
iistlinde ise negatif ylik kazanmaktadir. B tipi jelatin ise, izoelektrik noktas1 pH 4.5-5.0
olan jelatindir. Bu jelatinin izoelektrik noktasindaki pH derecesi ile meyve suyunun pH
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derecesi arasindaki fark arttikca jelatinin pozitif yiikii de arttigi i¢cin meyve suyu
durultmasinda A tipi jelatin kullanimi tercih edilmektedir.

Jelatinin izoelektrik noktasi hari¢ diger bir 6zelligi de bloom sayisidir. Bloom
sayisi ile jelatinin molekiil agirligi hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Bir jelatin
preparatinin molekiil agirligi ne kadar yiiksekse o kadar sert bir jel olusturur, yani bloom
sayis1 o kadar yiiksektir. Durultmada en iyi sonug veren jelatinlerin bloom sayis1 80—100
arasinda olan jelatinler oldugu belirtilmektedir (Cemeroglu ve Karadeniz 2004).

Meyve suyuna eklenen pozitif yiiklii jelatin, negatif yiiklii fenolik bilesiklerin
yiikiinii yok etmekte, boylece floklar meydana gelmektedir. Jelatinin asir1 buruk ve act
tat veren bazi fenolikleri de uzaklastirmasi sonucu meyve suyunun tadi diizelmekte ve
duyusal a¢idan olumsuz olarak nitelendirilen asir1 burukluk ortadan kalkmaktadir.
Fenolik maddelerin polimerizasyon derecesi arttik¢a jelatinle ortamdan uzaklastirilma
orani da artmaktadir (Cemeroglu ve Karadeniz 2004). Optimum durultma i¢in gerekli
jelatin miktart fenolik madde miktar1 arttikca artmakta, pH degeri diistiikkge ise
azalmaktadir (Eksi 1988).

Meyve suyu durultmada kullanilan diger bir durultma yardimci maddesi
bentonittir. Bentonit dogal kildir ve en 6nemli bilesen olarak % 60-80 oraninda
montmorillonit igermektedir. Orta katmaninda bulunan katyon tiirline gére Na ve Ca-
bentonit olmak tiizere iki tipi mevcuttur. Na-bentonitin adsorpsiyon kapasitesi Ca-
bentonitinkinden daha iyidir ancak meyve suyu durultmada Na ve Ca-bentonitlerin
kombinasyonlarinin  kullanilmasinin daha etkili sonu¢ verdigi belirtilmektedir
(Cemeroglu ve Karadeniz 2004). Bu bilesikler proteinleri, agir metal iyonlarini,
pestisitleri ve koyu renkli bilesikleri ylizeyde adsorbe eden bir berraklastirma
mekanizmasina sahiptir (Koyuncu vd 2007). Durultmada kullanilmasi esmerlesme
potansiyelini de azaltabilmektedir (Gomez-Plaza vd 2000). Bentonitin etkinligi 20-60
°C’de yiiksek diizeydeyse de maksimum etkinligini 35 °C civarinda géstermektedir.

Durultma isleminde yaygin olarak kullanilan diger durultma yardimci maddesi ise
kizelzoldur. Kizelzol; saf silisyum dioksidin sudaki sol formudur. Silikazol olarak da
adlandirilmaktadir. Meyve suyunun asit ortaminda negatif yiik kazanmakta ve protein
gibi pozitif yiiklii bilesikler ile sik1 bir tortu olusturmaktadir. Ozellikle sicak durultmada
jelatin kullanildig1 zaman kizelzolun da kullanilmasi gerekmektedir. Aksi takdirde meyve
suyu i¢in gereken optimum jelatin dozu asilmakta ve iirlinde jelatin kalintis1 bulanikligi
meydana gelmektedir (Bayindirli vd 1994). Bununla birlikte jelatinin negatif yiikli
parcaciklar ve fenoliklerle siki bir flok olusturabilmesi i¢in 10 °C’ye kadar sogutulmus
olmas1 gerekmektedir. Ancak tek basina kullanildiginda 40 °C’nin {izerinde floklasma
yapamamas1 nedeniyle bu, sadece sogutma ile miimkiin olmaktadir. Bu sebeple 40-50
°C’de miikemmel ve hizli bir flok olusturabilmek amaciyla da kizelzol ile beraber
kullanilmasi gerekliligi s6z konusudur (Cemeroglu ve Karadeniz 2004). Kizelzol miktari
meyve suyunda bulunan fenolik bilesikler az ise arttirilabilmektedir. Ancak bu durumda
once kizelzolun, daha sonra jelatinin eklenmesi tavsiye edilmektedir (Oszmianski ve
Wojdyto 2007). Kizelzolun asir1 kullanimi ise ince flok olusumuna yol agmaktadir. Ince
flok olusumu daha fazla hacim kaplamasi ve olusan tortunun daha ge¢ ¢cokmesi sebebiyle
istenmeyen bir olgudur (Eksi 1988). Arastirmada kegiboynuzu ekstraktinda bulunan
muhtemel bilesikleri (protein, fenolik bilesikler vb.) ekstrakttan uzaklastirarak D-
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pinitoliin zenginlestirilmesine katki saglamak amaciyla enzim uygulama ve sicak
durultma islemleri kullanilmigtir.

2.8.3. Ultrafiltrasyon

Membran filtrasyon 2 um’den daha kii¢lik olan partikiillerin ayristirilmast igin
uygulanan bir islemdir. Membran filtrasyon sistemleri mikrofiltrasyon (MF),
ultrafiltrasyon (UF), nanofiltrasyon (NF) ve hiperfiltrasyon/ters osmoz (RO) olarak
siniflandirilmaktadir. Her filtrasyon sisteminin membrani kendi karakteristik gdzenek
capina ve ayirma limitine sahiptir (Sekil 2.22).

N Pseudomonas
Na+ =
(237 A . Influenza dénsgnu(a\ Staphylococcus
H20 Sakkaroz H°m°§‘°b“‘ viriisii W2 i) ~~ . bakterileri
@A) (10 A) 7oA (1000 A) - 20\ (1 pm)
| | | i N
- L " \
rea 4 oy )
\ Vv AT /l
—~ Nisasta
(10 um)
| Mikrofiltrasyon
Ultrafiltrasyon
Geleneksel
filtrasyom
Ters osmoz
1A 10A 100 A 1000 A 1pm 10 um 100 um
Gizenek capr

Sekil 2.22. Baz1 membran filtrasyon sistemlerinin gozenek ¢aplar1 (Baker 2004)

Bu membranlardan UF membranlar 400-400,000 g/mol molekiil agirligina sahip
kiigiik partikiillerin ayristirilmasi i¢in uygun olan membranlardir (Hassan ve Price 2014).
Diger birgok membran sisteminde oldugu gibi UF sisteminde de temel filtrasyon prensibi
capraz-akis filtrasyonudur (Sekil 2.23).

Geleneksel filtrasyonda filtre sivi akigina karsi bir pozisyondadir. Dolayisiyla
stvinin tamami bir basing olusturarak filtreden gegmektedir. Bu tip filtrasyonda askida
kalan kat1 partikiillerin cogu veya tamami az-¢ok berraklastirilmis bir sividan
ayristirilmaktadir (Sekil 2.23). Capraz-akis filtrasyonunda ise sivinin akisi membrana
paraleldir. Bu tip filtrasyonda askida kalan partikiillerin ¢ok az1 membran yiizeyinde kalir.
Dolayistyla bu yontemle oldukg¢a berrak filtratlar (permeatlar) elde edilebilmektedir
(Sekil 2.23) (Sutherland 2008)

UF membranlarda baglica kullanilan materyaller poliakrilonitril, polivinil klorid-
poliakrilonitril kopolimerleri, polisiilfon, polietersiilfon, polivinilidenflorid, bazi
aromatik poliamidler ve seliiloz asetattir (Baker 2004). Bu materyallerden polietersiilfon
(PES) yapili membranlar rutin uygulamalarda yiiksek sicakliklara ve genis pH aralikli
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soliisyonlara dayanikli, klorlu bilesiklere yiiksek derecede direng gosteren, farkli 6l¢ii ve
sekillerde kolaylikla kullanilabilen, UF ve MF uygulamalari i¢in genis bir gézenek cap1
araligina sahip (10 A — 0.2 p) ve alifatik hidrokarbonlara, halojene hidrokarbonlara,
alkollere ve asitlere karst iyi diizeyde kimyasal dayanikliliga sahiptir ve gida
uygulamalarinda ¢ok tercih edilen membranlardandir.

Geleneksel filtrasyon Capraz-alkas filtrasyonu

Kiitle alasn ~ Basing

.03 ,
3 Kiitle akasi0“ ~0 Oc
YAS \ v : .:I ,_’ :;- ' ;
Filtreortam: = :"f‘_‘f et * —— s Membran
I-'iltt:evakll"sl : P-ermea't a"km
o \
Filtrat Permeat |"~---________
oram oram ‘
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Sekil 2.23. Capraz-akis filtrasyonu (Sutherland 2008)

UF membranlarin gegirgenligini filtre edilecek sivida bulunan molekiillerin
boyutu ve sekli, membran materyalinin yapisi, stvidaki diger ¢oziinen bilesiklerin varligi,
pH ve iyonik kuvvet gibi faktorler etkilemektedir (Cheryan 1998). Ultrafiltrasyon
membranlarinin kulllanimiyla ile ilgili en 6nemli problem membranlarin yiizeyinin
kirlenmesidir (Sekil 2.24). Membrandan geg¢emeyen madde membran ylizeyinde
birikerek kati jel yapisinda bir film tabakasi olusturur ve bu film tabakasi da membrandan
permeat akisina karsi bir engel gorevi gormektedir. Bu tabakanin kalinli§i membran
yiizeyinden gecen besleme ¢ozeltisinin yiizeydeki kirleri siiriikleme faaliyeti ile kontrol
edilmektedir (Baker 2000). Siirekli olarak sirkiile edilen besleme ¢6zeltisinin akist
nedeniyle yiizeydeki bu film tabakas stirekli olarak yiizeyden ayrigsmaktadir. Dolayisiyla
membran ylizeyinde bulunan kir tabakasini ayiran besleme ¢ozeltisinin sirkiilasyonu ve
permeat akis1 arasinda bir dengedir. Bu ylizden ultrafiltrasyonda beslemenin sadece bir
kism1 membrandan permeat olarak gecer, diger kismi ise kalintt maddelerin birikmesiyle
konsantre hale gelir (Baker 2000).
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Sekil 2.24. Ultrafiltrasyon membran yiizeyinden kolloidal veya tanecikli maddelerin
uzaklastirilmasi ve membran yiizeyi kirlenmesinin sematik gosterimi (Baker
2000)

Gida endiistrisinde ultrafiltrasyon islemi en ¢ok siit endiistrisinde siitiin konsantre
edilmesinde veya segici olarak laktoz ve tuzlarin ayristirilmasinda kullanilmaktadir.
Ayrica sakkaroz ¢ozeltisinin ve domates salcasinin konsantre edilmesinde, biracilik ve
damitik icki endiistrisinde atiklarin islenmesinde, enzimlerin, proteinler ve pektinin
ayristirilmast  ve konsantrasyonunda, bal ve suruplardan protein bulanikliginin
uzaklastirilmasinda da ultrafiltrasyon isleminden yararlanilmaktadir. Isletmelerde
kullanilan suyun bakteri ve diger kontaminantlardan arindirilmasinda ve ters osmoz
membranlariinin siispanse organik materyaller ve kolloidal bilesiklerle tikanmasini
onlemek amaciyla da ultrafiltrasyon islemi kullanilmaktadir (Fellows 2009). Bu tez
calismasinda keciboynuzu ekstraktinin pH degeri, sicakligi ve ultrafiltrasyon
membranlarinin gozenek capi degistirilerek filtre edilen ekstrakttaki hedef bilesiklerin
konsantrasyonlarindaki degisim aragtirilmistir.

2.8.4. CaO ile muamele (Steffen islemi)

CaO ile muamele (Steffen islemi) Carl Steffen tarafindan 1883’te patent altina
alinmis, seker endiistrisinde eskiden daha ¢ok tercih edilen ve seyreltik sekerli sivilardan
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veya melastan (10-12 °Bx) sakkaroz elde edilmesinde kullanilan bir metottur. Steffen
islemi sakkarozun CaO tarafindan tri-kalsiyum sakkarat formunda c¢oktiiriilmesi
prensibine dayanmaktadir (Sekil 2.25). Bu bilesigin diistik sicakliklarda bile suda
¢ozlniirliigl oldukga azdir (Asadi 2007).

Cl_}H_}_}O[] + 3Ca0 — C]gHggO“.SC&Oi-

Sekil 2.25. Sakkarozun tri kalsiyum sakkarat formunda presipitasyonu (Asadi 2007)

Giliniimiizde seker endiistrisinde uygulanan Steffen isleminde CaO seker
suruplarina 200-300 g CaO/L konsantrasyonda olacak sekilde sonmiis kire¢ siitii
formunda ilave edilmektedir. Baz1 sistemlerde de CaO’in kuru toz formunda seker
suruplarina ilave edildigi bildirilmistir. Bu sekilde CaO kullanilmasinin seker surubunda
daha iyi diizeyde saflastirma ve filtrasyon uygulanmasina olanak sagladigi bunun
nedeninin de kuru formda ilave edilen kirecin (CaO) yavas yavasg sonmesi dolayisiyla da
bu iglemin kademeli ger¢eklesmis olmasini sagladigi ifade edilmektedir (Van Der Poel

vd 1998).

CaO’ten sonmiis kireg siitli Uretilmek istenildiginde genellikle kremsi bir sivi
haline gelen bu kimyasalin 15-20 °Baume’lik bir soliisyonu hazirlanmaktadir (Prinsen
Geerlings 1924). Presipitasyon diisiik sicakliklarda (9-14 °C) gergeklestiginde sivida
bulunan sakkarozun % 90’1 geri kazanilmaktadir. Presipitat filtre edildikten sonra 90
°C’ye 1sitildiginda geri kalan sakkarozun % 6.5’1 de ¢oktiiriilebilmektedir (\Van Der Poel
vd 1998).

Sivilarin rafinoz ve indirgen sekerler gibi diger safsizliklar1 igcermesi sakkarozun
kristal formda ayristirllmasini engellemektedir. Dolayisiyla seker endiistrisinde seker
suruplarinin saflastiriimasinda CaO ve CO: ile muamele islemleri uygulanarak diger
safsizliklarin ortamdan uzaklastirilmasi saglanmaktadir. Yeterli diizeyde CaO kullanimi
bu safsizliklarin uzaklastirilmasinda 6nemli olan faktorlerden birisidir. Sakkaroz
haricindeki safsizliklar1 dort gruba ayirmak miimkiindiir:

CaO ile reaksiyon veren ve presipitat olusturan safsizliklar

CaO ile reaksiyon vermeyen ancak kararsiz yapida olan safsizliklar

CaO ile reaksiyon vermeyen ancak baska bilesiklere doniisen safsizliklar
Higbir kosulda CaO ile reaksiyon vermeyen safsizliklar

ooy

Bu safsizliklardan ilk {i¢ grupta yer alan bilesikler seker surubundan
uzaklastirilabilmektedir. Okzalatlar, fosfatlar ve stilfatlar ilk grupta, kolloidal bilesikler
ise ikinci grupta yer almaktadir. Kolloidal bilesikler CaO ile ¢oktiiriilemezler ancak
yapisal degisiklige ugrayip koloidal kalsiyum karbonat olustururlar. Bu formda ise
suruptan sedimentasyon ve filtrasyon yoluyla ayristirilabilirler. indirgen sekerler ise
ticlincii grupta yer alan bilesiklerdendir. CaO ile reaksiyon vermezler ancak CaO etkisiyle
laktik asit ve diger asitlere doniisiirler. Dolayistyla bu formlari ile CaO bulunan ortamda
presipite olup filtrasyon ile sividan uzaklastirilabilirler. Rafinoz, betain ve amino asitler
dordiincii grupta yer almaktadir. Bu bilesikler hicbir sekilde suruptan uzaklastirilamazlar
ve surupta kalirlar (Asadi 2007).
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Seker endiistrisinde oldugu gibi kristal formda, saf sakkaroz elde edebilmek i¢in
sakkarozun elde edilmek istendigi materyalde bulunan ve yukarida ifade edildigi gibi
sakkarozun saflastirilmasii engelleyen diger safsizliklarin ortamdan uzaklastirilmasi
gerekir. Bu nedenle bu aragtirmada keciboynuzu ekstraktinda bulunan D-pinitolii
saflagtirmak amaciyla kullanilan asamalarla yan {iriin olarak kristal formda sakkaroz elde
edilebilirligi de arastirilmak istenmis ve bu amagla ekstrakt CaO ile muamele edilmistir.

2.8.5. Kristalizasyon

Organik kimyasallarin iiretilmesinde kristalizasyon {iriinlin geri kazanilmasi, ara
reaksiyon kimyasallarinin saflastirilmasi ve istenmeyen tuzlarin uzaklastirilmasi igin
kullanilan bir islemdir (Rousseau 1987). Kristalizasyon isleminde ¢6zeltinin kosullari,
cOzeltide ¢coziinmiis bilesiklerden birisi i¢in ayarlanmakta boylece de bu bilesik ¢ozeltiyi
kat1 olarak terk etmektedir (Dechow 1989).

Herhangi bir maddenin kristalizasyon islemi ile elde edilebilmesi i¢in bulundugu
cozeltide asirn doygun hale gelmesi gerekmektedir. Asirt doygunluk sicakligin
degistirilmesi, ¢ozgenin evapore edilmesi, kimyasal reaksiyon ve ¢odzgen
kompozisyonunun degistirilmesi ile saglanabilmektedir. Eger bir solventte ¢éziinmiis
halde bulunan ¢oziinen maddenin ¢ozliniirligi sicakligin diisiiriilmesi ile azalmiyorsa
sollisyonun asir1 doygun hale getirilebilmesi i¢in solventin bir kisminin uzaklastirilmasi
gerekmektedir (Mullin 2001).

Sogutmadan sonra bir ¢ozeltiyi asirt doygun haline getirmek i¢in en ¢ok tercih
edilen metot evaporasyondur. Evaporasyonda ¢6zgen sistemden uzaklastirilarak sistemin
konsantrasyonu artirilmig olur. Eger bu sisteme sabit sicaklik uygulanirsa sistem en
sonunda asir1 doygun hale gelmekte ve kristalizasyon baslamaktadir (Schwartz ve
Myerson 2002). Sekerli suruplardan kristal sakkaroz elde edilmesinde de ¢ozelti asirt
doygun hale getirilmektedir.

Sekil 2.26’da sakaroza ait ¢oziiniirliikk ve asir1 doygunluk grafigi yer almaktadir.
Konsantrasyon degerlerinin logaritmasinin sicaklik degerlerine karsi ¢izilmesiyle elde
edilen grafikte eger B 1’den kiiciikse ¢ozelti doygun halde degildir (not saturated),
dolayisiyla kristalizasyon baglamamaktadir. B’nin 1.3’ten bityiik oldugu durumlarda ilgili
bolge “kararsiz — labile” olarak gosterilir ve kristalizasyon kendiliginden olusur. “Yar1
kararli — metastable” bolgede kristalizasyon belli bir siire meydana gelmemekte ve “orta
— intermediate” bolgede de kristalizasyon gereken zamana ve ¢ozeltinin saflik diizeyine
bagli kalmaktadir (Walstra 2003).
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Sekil 2.26. Sakkarozun ¢ozirliigii ve asir1 doygunlugu (X: Konsantrasyon, kg/kg su; B:
Asir1 doygunluk orani) (Walstra 2003)

Cozeltide sakkaroz haricinde diisiik molekiil agirlikli sekerler (glukoz ve fruktoz
vb.) gibi diger bilesiklerin bulunmasi sakkarozun kristalizasyonunu engellemektedir
(Bhandari ve Hartel 2002). Misir surubunda yapilan bir arastirma glukoz, fruktoz ve
glukoz polimerlerinin suruba ilave edilmesiyle bu bilesiklerin sakarozun kristal yiizeyini
absorbe ettikleri dolayisiyla da sakkaroz molekiillerinin bir araya gelmesini engelledikleri
bildirilmistir (Hartel 2001; Laos vd 2007). Ayrica bir trisakkarit olan rafinozun da
sakarozun kristalizasyonunun baslamasin1  geciktirdigi ve depolama boyunca
olusabilecek kristalizasyon oranini da azalttigi bilinmektedir (Belcourt ve Labuza 2007).

Bu tez g¢aligmasinin tasarlanmasindaki esas amaci keg¢iboynuzu ekstraktinda
bulunan D-pinitoliin zenginlestirilmesi olustursa da bu amagla uygulanan islemlerle yan
iirlin olarak kristal seker elde edilebilirligi de genel is akis esnasinda incelenmistir.
Uygulanan islemlerin etkisiyle keciboynuzu ekstraktinda bulunan indirgen sekerler vb.
safsizliklarin yeterince ortamdan uzaklastirmast miimkiin olursa ekstraktta bulunan
sakkarozun kristal formda elde edilebilmesinin de miimkiin olacag: diisliniilmiistiir.

2.8.6. Etanol fermentasyonu

Gilinlimiizde biyoetanol seker iceren seker pancari, seker kamisi, tatli sorgum ve
keciboynuzu gibi materyallerden, nisasta gibi hidrolize edilebilir polisakkaritlerden ve
lignoseliilozik materyallerden tiretilebilmektedir (Mazaheri vd 2012). Endiistriyel etanol
iretiminde kullanilan hammaddeler sekerler, nisasta ve seliiloz materyalleri olmak tizere
iice ayrilmaktadir. Sekerler (seker pancari, seker kamisi, melas ve meyvelerden elde
edilen) dogrudan etanole dontistiiriilebilmektedir. Nisastalarin (misir, patates ve bazi bitki
koklerinden elde edilen) ise malt veya kiif enzimleri ile fermente edilebilir sekerlere
hidrolize edilmesi gerekmektedir. Seliiloz (odun, zirai kalintilar ve kagit atiklarindan elde
edilen) ise mineral asitlerin etkisi ile sekerlere doniistiirilmektedir. Basit sekerler
olustugunda da mikroorganizmalar bu sekerleri kolayca etanole metabolize etmektedir
(Lin ve Tanaka 2006).

Farkli mikroorganizmalarin etanol iiretebilirligi lizerine aragtirmalar da yapilmus,
boylelikle etanol iiretme kabiliyeti yliksek tlirler de belirlenmistir. (Cizelge 2.12). Bu
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calismalarda etanol iiretebilen mayalardan Saccharomyces cerevisiae’nin, bakterilerden
ise Escherichia coli LY01’in etanol liretme veriminin yiiksek oldugu vurgulanmistir (Lin
ve Tanaka 2006).

Cizelge 2.11. Ana fermentasyon {iriinii olarak etanol
tireten mikroorganizmalar
Maya (Cins-Tiir)
27817-Saccharomyces cerevisiae
27774-Kluyveromyces fragilis
30016-Kluyveromyces marxianus
30091-Candida utilis
ATCC-32691-Pachysolen tannophilus
Bakteri (Cins-Tiir)
Clostridium sporogenes
Clostridium indoli
Clostridium sphenoides
Clostridium sordelli
Zymomonas mobilis
Zymomonas mobilis subs. pomaceas
Spirochaeta aurantia
Erwinia amylovora
Escherichia coli KO11
Escherichia coli LYO01
Leuconostoc mesenteroides
Klebsiella oxytoca
Klebsiella aerogenes

KAYNAK: Lin ve Tanaka (2006) nin makalesinden uyarlanmustir.

Etanol fermentasyonu amaciyla en c¢ok kullanilan mikroorganizma
Saccharomyces cerevisiae’dir. Diger mayalarda oldugu gibi S. cerevisiae da sekerleri
aerobik ve anaerobik kosullarda kullanabilmektedir. Bu maya hem glukoz gibi basit
sekerleri hem de sakkaroz disakkaritini metabolize edebilmektedir. Ayrica genellikle
giivenli olarak kabul edilen (GRAS) bir mikroorganizma oldugu i¢in tiiketime dogrudan
sunulan gidalarin {retiminde veya bu gidalara katki maddesi olarak kolaylikla
kullanilabilmektedir. Bu yiizden alkollii ickiler ve ekmek iiretiminde de yaygin olarak
kullanilmaktadir (Lin ve Tanaka 2006).

Maya sitoplazmasinda glukozu piriivik aside oksidatif olarak doniistiiren
reaksiyonlari katalizleyen enzimler dizisine glikolizis denmektedir (Sekil 2.27 ve 2.28).
Glikolitik iz yolu (EMP) oksijen varliginda veya yoklugunda glukozu piriivik asit, enerji
ve indirgen nikotinamid adenin diniikleotide (NADH + H") doniistirmektedir (Sekil
2.27).
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Sekil 2.27. Maya hiicresinin seker kullaniminda glikolitik iz yolu (Embden-Meyerhof-

Parnas) (Russell 2003)

Oksijen varliginda ve seker seviyesi diisiik seviyede tutuldugunda gelisen maya
ya hig etanol iiretmemekte ya da ¢ok az miktarda iiretmektedir. Maya sekerin tamamini
yeni maya hiicreleri liretmek i¢in enerji kaynag: olarak kullanmaktadir. Ancak oksijen
azaldiginda ve/veya glukoz seviyesi % 0.1°in (w/v) altina diistiiglinde etanol liretimi
baslamaktadir. % 5’in altinda oksijen bulunan kosullarda sekerler gelisme i¢in metabolize

edilmektedir (Russell 2003).

Aerobik yikilma (katabolizma) solunum olarak adlandirilmakta ve daha ¢ok enerji
ac1ga cikmaktadir. Anaerobik katabolizmada ise daha az enerji agiga ¢ikmakta ve bu da
fermentasyon olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.28). Sekerler hiicreye girdiginde
glikolitik iz yolu ile (Embden-Meyerhof-Parnas veya EMP yolu) piriivata kadar

parcalanmaktadir.
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Sekil 2.28. Enerji ve hiicre dongiisii (Russell 2003)

Anaerobik  kosullarda piruvat CO:2 agiga c¢ikmasiyla etanole kadar
indirgenmektedir. Teorik olarak metabolize edilen glukoz kiitlesi esas alindiginda; etanol
verimi 0.511 iken CO2 verimi 0.489 olmaktadir (Bai vd 2008). Bu teorik verim
uygulamada kesikli, yari-kesikli ve siirekli-beslemeli fermentasyon sistemlerinde daha
farkli olmakla birlikte siirekli-beslemeli fermentasyonlarda genel olarak etanol verimi
yiiksek olmaktadir.

Keg¢iboynuzu meyvesi yiiksek seker igerigi nedeniyle son yillarda etanol
tiretiminde siklikla tercih edilen bir materyal haline gelmistir. Bu amagla meyveden
etanol tiretimindeki verimi artirmaya yonelik degisik ¢alismalar ger¢eklesmistir (Roukas
1993, 1994b; Roukas ve Biliaderis 1995; Turhan vd 2010b; Vaheed vd 2011).

Nitekim Sanchez-Segado vd (2010) zenginlestirdikleri kegiboynuzu ekstraktina
S.cerevisiae inokiilasyonu yaparak gergeklestirdikleri ¢alismada etanolde % 47.5’lik bir
verime ulagtiklarint bildirmiglerdir. Turhan vd (2010b) ise aynit mikroorganizmanin
keciboynuzu ekstraktindaki fermentasyon sartlarini optimize ederek ekstrakta herhangi
bir besin takviyesine gerek olmadan 34.24 g/L diizeyinde etanol iiretilebilecegini ifade
etmislerdir.

Yatmaz vd (2013) de Ca-aljinat kullanarak immobilize hale getirdikleri S.
cerevisiae hiicrelerinin keciboynuzu ekstraktindan etanol iiretimi tzerine etkisini
aragtirmiglardir. Arastirma sonucunda maya hiicrelerine immobilizasyon islemi
uygulanmasinin kegiboynuzu ekstraktindan % 46.32’lik bir verimle 40.10 g/L diizeyinde
etanol liretimini sagladig1 ve bu miktar i¢in 24 saatlik bir fermentasyon siiresinin yeterli
oldugu vurgulanmistir. Ayrica ekstraktin zenginlestirilmesine gerek olmadigi, normal
haliyle immobilize maya hiicrelerinin gelisimi i¢in yeterli oldugu da bildirilmistir.
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Bu aragtirmada yararlanilan etanol fermentasyonu ile ke¢iboynuzu ekstraktinda
bulunan sekerler S. cerevisiae mayasi tarafindan metabolize ettirilerek ekstrakt i¢erisinde
bulunan D-pinitoliin kismen zenginlestirilmesi denenmistir. Ilgili ¢alismada, dnemli
caligmalarin bazilarinda oldugu gibi kegiboynuzu ekstratina herhangi bir besin maddesi
ilave edilmeden, ekstraktin etanol fermentasyonuna dogal haliyle birakilmasi uygun
gOriilmiistiir.

46



MATERYAL ve METOT Hatice Reyhan OZIYCI

3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Arastirmada ke¢iboynuzu pekmezi liretimi yapan yerel bir firmadan temin edilen
kirilmig ve ¢ekirdekleri ¢ikarilmis asili kegiboynuzu meyveleri kullanilmistir (Sekil 3.1).
Buna gore; fabrikadan getirilen ke¢iboynuzu meyveleri analiz edilinceye kadar kapakl
plastik kutularda 5 °C’nin altinda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Asili kegiboynuzu meyvesinin meyve eti ve ¢ekirdegi
3.2. Metot
3.2.1. Arastirmanin genel is akis semasi

Arastirmada kegiboynuzu ekstraktinin D-pinitol icerigi bakimindan zengin hale
getirilmesi i¢in uygulanmasi1 planlanan temel islem basamaklar1 Sekil 3.2°de
Ozetlenmigtir. Bu islem asamalarinda gerekli 6n denemeler gerceklestirildikten sonra
optimize edilen islem parametreleri kullanilmistir.

Arastirma kapsaminda tasarlanan birinci denemede sakkaroz icerigi bakimindan
zengin olan kegiboynuzu ekstraktinda yer alan D-pinitoliin zenginlestirilmesinin yani sira
ekstraktin igindeki sakkaroz molekiiliiniin de mevcut deneme deseni ile ekstrakttan kristal
formda aynistirthp ayristirllamayacagi arastirllmak istenmistir. Bu sebeple birinci
denemenin enzim uygulamasi asamasinda sakkarozun inversiyonu istenmedigi i¢in
sadece pektolitik enzim preparati kullanilmig, zenginlestirme asamalarina da seker
endistrisinde sakkarozun ayristirilmasi i¢in kullanilan CaO uygulama ve kristalizasyon
asamalar1 da eklenmistir.

Sakkarozun ekstrakttan ayristirilmasimin miimkiin olmama ihtimali g6z 6niinde
bulundurularak tasarlanan ikinci denemede ise ekstrakttaki sakkarozun etanol
fermentasyonunda mayanin kolaylikla yararlanabilecegi forma doniistiiriilmesini
saglamak amaciyla zenginlestirme prosediiriiniin baglangi¢ asamalarinda yani enzim
uygulamas1 asamasinda pektolitik enzim aktivitesinin yaninda invertaz enzimi
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aktivitesinden de yararlanilmasina karar verilmistirr Bu denemede sakkarozun
ayristirtlmasiyla baglantili olan CaO uygulama ve kristalizasyon agamalar1 da is akis
semasindan ¢ikartilmistir.

1. deneme 2. deneme
‘ Keciboynuzu Ekstraksiyonu ’ ‘ Kec¢iboynuzu Ekstraksiyonu ‘
v
Enzim uygulama Enzim uygulama
(Pektolitik enzim) (Pektolitik enzim ve invcrtaz)
'
| Sicak Durultma | | Sicak Durultma |
' '
| Kaba Filtrasyon ‘ I Kaba Filtrasyon |
i '
Retentat 4—| Ultrafiltrasyon ‘ Retentat *—{ Ultrafiltrasyon l
. !
Filtre keki <—| CaO uygulama (Steffen islemi) ‘ ‘ Etil Alkol Fermentasyonu ‘
v
e v v
l’\nstnllmsy()ld Etil Alkol D-pinitol
. ’ [
D-pinitol i¢erigi Zengin Kisim Kristal Sakaroz

I Etil Alkol Fermentasyonu |

Evaporasyon

Etil Alkol D-pinitol

Sekil 3.2. Aragtirmanin genel is akis semasi
3.2.2. Zenginlestirme metotlari
3.2.2.1. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon asamasi ile keg¢iboynuzu meyvesinde bulunan suda ¢oziinen
maddeleri ve dolayisiyla D-pinitolii de optimum diizeyde ekstrakta gecirmek
hedeflenmistir. Buna gore Turhan vd (2010b)’nin yiirGittiigii calismada belirtilen optimum
kosullar (1:4 meyve:su orani, 80 °C, 2 saat) referans alinarak ekstraksiyon iglemi
gergeklestirilmistir.

Ekstraksiyon asamasi i¢in agirliginin 4 kati oranda su ile karistirilan pargalanmis
keciboynuzu meyvesi 80 °C’ye 1sitildiktan sonra bu sicaklikta 2 saat tutulmustur. Bu
siirede meyveden ekstrakta madde gecisini hizlandirmak i¢in karisim belirli zaman
araliklariyla cam ¢ubuk yardimiyla karistirilmistir. Siire sonunda kaba filtre kagidindan
stiziilen ekstrakt enzim uygulama asamasinin girdisini olusturmustur.
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3.2.2.2. Enzim uygulama

Enzim uygulama asamasinda ke¢iboynuzu ekstraktina ilave edilen pektolitik
enzim preparatinin kullanilma amaci kegiboynuzu ekstraktinda bulunan ve bulanikliga
yol acan pektik maddeleri parcalamak iken invertaz enziminin kullanilma amaci ise
ekstratta bulunan sakkaroz molekiiliinii etanol fermentasyonu oncesinde mayanin
dogrudan kullanabildigi glukoz + fruktoz formuna doéniistiirmektir. Bu asamada ilave
edilmesi gereken enzim miktarlarini belirlemek i¢cin hem pektolitik (Pectinex Smash
XXL: Pektin liyaz aktivitesi (30,000 PGNU/mL) ve Pectinex Ultra Clear:
Poligalakturonaz aktivitesi (7900 PGNU/mL); Novozymes A/S, Denmark) enzim
preparatt hem de invertaz (Invertase, MP Biomedicals, California, USA) enzimi (K
degeri: 0.3 U/mL) i¢in 6n denemeler gerceklestirilmistir.

Denemeler enzim tireticisinin tavsiye ettigi sicaklik degerlerinde (pektolitik enzim
icin 50 °C, invertaz enzimi i¢in 30 °C) gerceklestirilmis olup ilgili enzimin etki ettigi
substratin en kisa siirede pargcalanmasini saglayan enzim miktar1 ve inkiibasyon siiresi
arastirma i¢in o enzime ait optimum enzim uygulama kosulu olarak kabul edilmistir.
Buna gore; pektolitik enzim igin belirlenen optimum kombinasyon 50 °C sicaklik, 100
uL/L enzim miktar1 ve 45 dakika inkiibasyon siiresi iken; invertaz enzimi i¢in belirlenen
optimum kombinasyon 30 °C sicaklik, % 1 (v/v) enzim miktar1 ve 2 saat inkiibasyon
siiresi olmustur.

3.2.2.3. Sicak durultma ve kaba filtrasyon

Sicak durultma isleminin uygulanmas: ile kegiboynuzu ekstraktinda var olan
protein, polifenol gibi molekiillerin ortamdan uzaklastirilmasi dolayusyla da D-pinitoliin
ekstrakt icinde zenginlestirilmesine engel olabilecek olasi safsizlik unsurlarinin
azaltilmas: bagslica hedef olmustur. Ayrica bu sayede bir sonraki asama olan
ultrafiltrasyon isleminde besleme olarak kullanilacak olan ekstraktin oransal olarak daha
az safsizlik icermesi saglanarak islemde kullanilan UF membranlarinin tikanmasi da
kismen Onlenmistir.

05.07.2013 09:21

Sekil 3.3. Kegiboynuzu ekstraktinin durultulmasi
Enzim uygulanan keg¢iboynuzu ekstraktina ©on denemelerle belirlenen

konsantrasyonlarda durultma yardimci maddeleri ilave edilmis ve bu maddelerle
kanigtirilan ekstrakt 50 °C’lik sicak su banyosunda 3 saat bekletilmistir (Sekil 3.3). Bu
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siirede durultma yardimci maddelerinin etkisiyle olusan agregatlarin tortu seklinde
durultma kabinin dibine ¢okmesi beklenmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Sicak durultma sonras1 ke¢iboynuzu ekstraktinda olusan tortu kismi

Siire sonunda berrak kisim alinarak kaba filtre kagidinin kullanildigi vakum
manifold diizeneginde filtre edilmistir (Sekil 3.5). Bu agsamadan elde edilen filtre edilmis
ekstrakt ultrafiltrasyon agsamasinda besleme olarak kullanilmistir.

Sekil 3.5. Durultulan kegiboynuzu ekstraktinin filtre edilmesi
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3.2.2.4. Ultrafiltrasyon

Ultrafiltrasyon (UF) isleminin keciboynuzu ekstrakti bilesimi iizerine etkisini
incelemek amaciyla farkli besleme sicakliklar1 ve pH degerleri ile farkli gozenek ¢apina
sahip polietersiilfon (PES) yapili ultrafiltrasyon membranlar1 kullanilmistir (Sekil 3.6,
Cizelge 3.1). Bu asamanin optimizasyonu Box-Behnken Cevap Yiizey Metodu (CYM)
kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

Sekil 3.6. Optimize edilmis parametreler kullanilarak ekstraktlarin ultrafiltre edilmesi

Optimizasyonda ekstraktta maksimum diizeyde sakkaroz ve D-pinitol ile
minimum diizeyde glukoz ve fruktoz kalmasi hedeflenmis olup yapilan optimizasyon
sonucunda en uygun kombinasyon 10 kDa gbézenek capina sahip UF membrani, 3.89
besleme pH degeri ve 6.7 °C besleme sicakligi olarak tespit edilmistir. Bu sartlarda
ultrafiltre edilen kecibyonuzu ekstrakti CaO uygulama (Steffen islemi) asamasinda
besleme olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.12. Ultrafiltrasyon agsamasinin optimizasyonu i¢in kullanilan parametreler

Degisken Minimum Maksimum
Besleme sicakligi (°C) 5 50

Besleme pH degeri 3 8

UF membran1 gozenek cap1 (kDa) 10 50

3.2.2.5. CaO uygulama

CaO uygulama, yani Steffen islemi kec¢iboynuzu ekstraktinda bulunan sakkaroz
molekiiliinii kristal formda ayristirabilmenin miimkiin olup olmadigin1 arastirmak
amactyla uygulanmistir. Bu islemde sekerce zengin matrikste bulunan sakkarozun CaO
ile muamelesi sonucu suda ¢6ziinmeyen formu olan tri-kalsiyum sakarata dontistiiriilmesi
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saglanmakta ve boOylece de bu bilesigin ¢Oktiirme islemi ile ayristirilmasi
kolaylasmaktadir (Asadi 2007).

Bu islemde besleme olarak ultrafiltrasyon isleminden elde edilen filtrat kismi
kullanilmistir. Bu islemde suda ¢oziiniir kuru madde miktar1 10 °Bx’e ayarlanmis
kegiboynuzu ekstraktina CaO ilave edilerek belirli bir siire kimyasalin ekstrakt ile
karisimi1 saglandiktan sonra 6nce sogutma ve daha sonra da 1sitma islemleri uygulanarak
matriksteki sakkaroz suda ¢6ziinmeyen formuna donistiiriilmiistiir (Sekil 3.6).

Islemin uygulanmasinda énemli olan parametreler CaO miktari, CaO ile temas
siiresi ve 1sitma ve sogutma asamalarindaki bekleme stiresi oldugu i¢in bu parametrelerin
optimizasyonu 6n denemelerle gergeklestirilmistir. Denemelerde ekstraksiyon islemi ile
yaklagik olarak 12 °Bx’e ulasan ke¢iboynuzu ekstrakti 10 °Bx’e seyreltilerek kullanilmis
olup her bir deneme 100 mL’lik ekstrakt ile gergeklestirilmistir. Buna gore; en uygun
parametre kombinasyonu % 2 CaO miktari, 10 dakika temas siiresi ve 1sitma ve sogutma
asamalarinda 15’er dakika bekleme siiresi olarak belirlenmistir.

Kec¢iboynuzu ekstrakt1 (10 ° Bx)

}

1. filtrat - CaO ilavesi —% Filtre keki

}

Sogutma (10 °C)

}

Vakum filtrasyon

)

Isitma (90 °C)

}

2. filtrat «—  Vakum filtrasyon —{ Filtre keki

Sekil 3.7. Steffen islemi is akis semasi
3.2.2.6. Kristalizasyon

Aragtirmanin genel is akis semasinda yer alan birinci denemede CaO ile muamele
edildikten sonra sakkaroz ve D-pinitolce zengin hale gelecegi 6ngoriilen kegiboynuzu
ekstraktina kristalizasyon islemi uygulanarak sakkarozun kristal formda ayristirilmasi
hedeflenmistir. Kristalizasyon isleminde parametre olarak 40 °C sicaklik ve 200 mbar
vakum kullamilmistir. Ekstraktta kristal seker olusturmak ic¢in bu parametrelerin
kullanildig1 doner buharlastiricida (Heidolph, HEI-VAP Value, Germany) uzun siire
evaporasyona birakilan ke¢iboynuzu ekstraktinda sicakligin kademeli olarak diisiiriilmesi
yontemiyle kristal yap1 olusturmaya calisilmistir ve elde edilen konsantrede bu yapinin
olup olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 3.8. Kegiboynuzu ekstraktinin evaporatorde kristalizasyonu

3.2.2.7. Etanol fermentasyonu

Arastirmanin genel is akig semasinda birinci ve ikinci denemelerde farkli
islemlerden sonra yer alan etanol fermentasyonu asamasinda ekstraktta kalan sekerin
etanole doniistiiriilerek ortamdan uzaklastirilmasi amaglanmistir. Bu asamada Turhan vd
(2010D) tarafindan gergeklestirilen galismadaki fermentasyon sartlar1 referans alinmustir.
Fermentasyon laboratuvar tipi; pH, sicaklik, ¢dziinmiis oksijen ve kopiik kontroli
yapabilen, karistirma 6zelligine sahip reaktdrde gergeklestirilmis olup saf kiiltiir olarak
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 36858) mikroorganizmasi kullanilmistir.

Cizelge 3.13. Saccharomyces cerevisiae igin gerekli besiyeri bilesimi

Medya Icerigi Miktar (g/L)
Glukoz 50

Maya Ekstrakti 6
Kalsiyumkloriir (CaCl2.2H20) 0.3
Amonyumsiilfat (NH4)2SO4) 4
Magnezyumsiilfat (MgS0O4.7H20) 1
Potasyumdihidrojenfosfat (KH2PO4) 1.5

Laboratuvarda stok kiiltiir formunda muhafaza edilen mikroorganizmanin
fermentasyonda kullanilabilmesi aktif hale gecirilmesi gerektiginden mikroorganizma
icin uygun bilesimde hazirlanan ve sterilize hale getirilen besiyeri mikroorganizmanin
¢ogaltilmasi amaciyla kullanilmistir. Bu asamada Cizelge 3.2°de belirtilen kimyasallarla
hazirlanan 100 mL besiyeri erlenmayere konulmustur. Daha sonra sterilize edilen
besiyerine 1 mL stok kiiltiirden eklenmis ve erlenmayer 30 °C ve 150 rpm inkiibasyon
kosullarinda 24 saat tutularak mikroorganizmanin fermentasyona eklenmeye hazir
logaritmik ¢ogalma fazina ulagmasi saglanmistir. Ote yandan genel is akis semasinda
belirtilen islemlere gore elde edilen 4 L keciboynuzu ekstrakti ise reaktore konulmus ve
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121 °C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra 30 °C’ye sogutulmustur. Bu sicakliktaki
ekstraktin baglangic pH degeri 4 N sodyum karbonat ¢ozeltisi kullanilarak 5.5°e
ayarlanmistir. Daha sonra ekstrakta logaritmik ¢ogalma fazindaki mikroorganizma
kiiltiirtinden % 1 oraninda inokiilasyon yapilarak fermentasyon baslatilmistir.
Fermentasyon isleminin sonlandirilma zaman1 6n denemelere gore belirlenmistir.

3.2.2.8. Evaporasyon

Etanol fermentasyonu sonunda D-pinitolce zenginlestirilmis keg¢iboynuzu
ekstraktinin icerdigi etanol doner buharlastirici (IKA RV 10 Control V, Germany)
kullanilarak ekstrakttan uzaklastirilmistir. Bu amacla evaporasyon parametreleri olarak
60 °C sicaklik, 50 rpm doniis hizi ve 200 mbar basing kullanilmistir. Evaporasyonda
ekstrakta kademeli olarak saf su ilavesi yapilmis, bu sekilde ekstraktta kalan etanoliin
tamami ayrigtirilmastir.

3.2.3. Analiz metotlari
3.2.3.1. Tammmlayici analizler

Keciboynuzu meyvesinden elde edilen baslangi¢ ekstraktinda ve her iki denemede
belirtilen tiim zenginlestirme islemleri tamamlandiktan sonra elde edilen son iiriinlerde
tanimlayici analizler olarak pH, titrasyon asitligi, suda ¢oziiniir kuru madde (Cemeroglu
2007), toplam kuru madde (Hammond 2005a) ve toplam kiil icerigi (Hammond 2005b)
analizleri yapilmistir.

3.2.3.2. Berrakhk

Sicak durultma agamasinda ilave edilecek en uygun durultma yardimci1 maddeleri
kombinasyonunu belirlemek amaciyla ekstraktlarin bulaniklik diizeyi dl¢iilmiistiir. Bu
amagla spektrofotometrede (Thermo Scientific, Evolution 201, UV-Visible
Spectrophotometer, USA) 660 nm dalga boyunda transmittans (T %) Ol¢liimi
gergeklestirilmistir (Krop ve Pilnik 1974).

3.2.3.3. Enzim uygulama kontrol testleri

Birinci denemenin enzim uygulamasi asamasi sadece pektolitik enzim karigimi
kullanimini igerirken ikinci denemenin enzim uygulamasi agamasi ise pektolitik enzim
karisimina ilave olarak invertaz enziminin de kullanilmasi ile gergeklestirilmistir.
Pektolitik enzim karisiminin kegiboynuzu ekstraktinda yer alan pektik maddelere olan
etkisi alkol testi ile takip edilmistir (Eksi 1988). Bu amagla diliisyon tiipline konulan 5
mL ekstrakta 10 mL % 96’lik etanol-HCI karisimi ilave edilerek karisim saglanmis ve
diliisyon tiipii 10 dakika boyunca hareketsiz olarak bekletilmistir. Siire sonunda tiipte
bulaniklik/tortu meydana gelmesi ekstraktta bulunan pektik maddelerin tamaminin
pargalanmadig1 anlamma gelmistir. Invertaz enziminin sakkaroz substratina etkisini
gozlemleyebilmek amaciyla seker analizi yapilmistir (Bkz. 3.2.3.4. D-pinitol ve seker
kompozisyonunun belirlenmesi).
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3.2.3.4. D-pinitol ve seker kompozisyonunun belirlenmesi

Calismada oOngoriilen ve denemeleri gerceklestirilen her islem basamaginda
orneklerin D-pinitol ve seker kompozisyonlarindaki degisim yliksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) kullanilarak gozlenmistir (Tetik vd 2011b). Bu amagla 1 mL
ornek lizerine 9 mL ultra saf su eklenerek homojenize edilen karisimdan 0.1 mL alinmig
ve lizerine 9.9 mL ultra saf su eklenerek baslangi¢c 6rnegi 200 kat seyreltilmistir. Daha
sonra 0.45 pm’lik membran filtrelerden (Macherey-Nagel, Chromafil PET-45/25,
Germany) gegirilen 6rnek enjeksiyona hazir hale getirilmistir.

Orneklerdeki D-pinitol ve seker kompozisyonu konsantrasyonlari harici standart
metodu kullanilarak hesaplanmistir. Analizde kullanilan analitik kolon karbonhidratlari
ve seker alkollerini birlikte analiz edebilen bir 6zellige sahip oldugu i¢in tek bir HPLC
metodu  kullanilarak hem sekerlerin  hem de D-pinitolin  konsantrasyonu
belirlenebilmistir (EK-5 Sekil 7.3).

Kromatografi kosullar1 (Shimadzu, LC 20A Serisi)

Hareketli faz: Milli-Q su (izokratik), 0.6 mL/dakika

Analitik ve koruyucu kolon: Trasngenomic Nucleogel 87P (300x7.8 mm ID, 20x4.0 mm
ID)

Enjeksiyon hacmi: 20 pL, Kolon firin1 sicakligi: 85 °C

Dedektor: RID, hiicre sicakligt: 60 °C

3.2.3.5. Etanol konsantrasyonunun belirlenmesi

Arastirma kapsaminda gergeklestirilen etanol fermentasyonu esnasinda belirli
stirelerde reaktdrden alinan 6rneklerde etanol miktar1 YSI2700 Biyoanalitik Sistemi (YSI
Life Sciences, OH, USA) kullanilarak belirlenmistir (Sekil 3.9). Bu sistemin ana
prensibine gore; cihaza 6rnek alindiginda analiz edilmek istenen bilesige etki eden enzimi
iceren membran Ornekle reaksiyona girerek elektrokimyasal probun platinyum anodu
okside olmakta ve hidrojen peroksit aciga c¢ikmaktadir. Aciga cikan bu bilesigin
konsantrasyonuna bagli olarak da elde edilen sinyalle etanol konsantrasyonu
belirlenmektedir. Cihaz1 kalibre etmek amaciyla iiretici firma tarafindan gonderilen
etanol standard1 (3.20 g/L) kullanilmigtir. Analiz kapsaminda fermentasyon ortamindan
alian ornekler (1 mL) cihazin kalibrasyon standardi konsantrasyonuna uyacak oranlarda
saf su ile seyreltilerek cihaza okutulmus ve etanol konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

3.2.3.6. Biyokitle miktar1

Optik  yogunluk yontemi ile biyokitle miktarinin belirlenmesinde
Saccharomyces cerevisiae mayasi i¢in Turhan vd (2010b) tarafindan olusturulan esitlik
kullanilmistir  (Esitlik 3.1). Bu esitligin olusturulmasi i¢in kendi besiyerinde
fermentasyona birakilan Saccharomyces cerevisiae mayasindan belli araliklarla iki
paralelli olarak Ornekler alinmis ve birinci drnek filtre kagidindan (Whatman No:1)
siiziilerek 60 °C’de 24 saat kurutulduktan sonra agirlig1 dl¢iilmiistiir. Tkinci 6rnegin ise
fermentasyon baslangicindaki besiyeri kontrol olarak kullanilmak suretiyle optik
yogunluk degeri (620 nm’deki Absorbans degeri) ol¢iilmiistiir. Filtre edildikten sonra
tartilan agirhik miktarlarma karsilik ayn1 zamanlara ait optik yogunluk degerleri igin
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cizilen grafik ile de bu mikroorganizma i¢in spesifik olan denklem elde edilmistir (Turhan
2009a; Turhan vd 2010b).

Sekil 3.9. YSI Biyoanalitik sistemi

Arastirma kapsaminda gergeklestirilen etanol fermentasyonu esnasinda belirli
stirelerde reaktdrden alinan Orneklerde canli gelisimini takip etmek igin canli hiicre
miktar1 analiz edilmistir (Turhan 2009a; Turhan vd 2010b). Bu amagla 6rneklerden 0.5
mL alinarak iizerine 4.5 mL saf su eklenip 10 kat seyrelttikten sonra kontrol olarak
inokiile edilmemis ornek kullanilarak spektrofotometrede (Thermo Scientific, Evolution
201, UV-Visible Spectrophotometer, USA) 620 nm’de elde edilen absorbans (A)
degerleri elde edilmistir. Bu degerlere gore asagidaki esitlik kullanilarak Saccharomyces
cerevisiae i¢in biyokitle miktar1 hesaplanmigtir.

S cerevisiae i¢in;
Canl1 hiicre (g/L)=0.10634 + 0.666019* Ag20 nm (3.1)

3.2.3.7. istatistiksel analizler

Tesadiif parselleri faktoriyel deneme desenine gore planlanan ve iki tekerriirlii
olarak yiiriitiilen c¢alismada her bir analiz asamasinda ii¢ paralelli olarak veri elde
edilmistir. Elde edilen sonuglar varyans analizine, analiz sonucunda énemli bulunan ana
varyasyon kaynaklar1 ise Duncan c¢oklu karsilagtirma testine tabi tutulmustur.
Degerlendirmede SAS istatistik programi (Anonymous 2002) kullanilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. On denemeler

Tez ¢alismasi dahilinde enzim uygulama, sicak durultma, ultrafiltrasyon, CaO
uygulama ve etil alkol fermentasyonu asamalarinin parametreleri farkli zaman
dilimlerinde yapilan optimizasyon calismalariyla belirlenmistir. Bu amagla ilgili islem
icin aragtirmanin genel is akis semasinda yer alan Onceki islem agamalari optimize
edildikleri kosullarda tekrarlanarak bir sonraki islemin optimizasyonuna gec¢ilmistir. Bu
nedenle depolanan ke¢iboynuzu meyvelerinden her defasinda yeni bir ekstraksiyon islemi
yapilarak kegiboynuzu ekstrakti edilmis ve bu islemin etkinligine bagli olarak
ekstraktlarin hedef bilesik (sakkaroz, glukoz, D-pinitol ve fruktoz) konsantrasyonlarinda
farkliliklar meydana gelmistir. Bu farkliliklar bagimsiz 6n denemelerden elde edildigi
icin goz ard1 edilmistir.

4.1.1. Enzim uygulamasi isleminin optimizasyonu

Calisma kapsaminda kegiboynuzu ekstraktinda D-pinitoliin zenginlestirilmesine
yonelik iki ana deneme tasarlanmis bu denemelerin ilkinde sadece pektolitik enzim
preparatt kullanilirken digerinde ise pektolitik enzim preparatina ilave olarak invertaz
enzimi kullanilmistir (Bkz. Sekil 3.2). Pektolitik enzim preparatlar1 ekstraktta bulunan
kolloidal pektik maddelerin par¢alanmasini saglamak dolayisiyla da durultma

asamasinda olusmasi beklenen flok yapisini tesvik etmek amaciyla kullanilmistir (Eksi
1988).

Arasgtirmada yer alan birinci denemede D-pinitoliin zenginlestirilmesinin yani sira
ekstraktta bulunan sakkarozun da kristal formda ayristirllip ayristirilamayacagi
arastirtlmak istendigi i¢in enzim uygulamasi asamasinda sadece pektolitik enzim karigimi
(Pectinex Smash XXL ve Pectinex Ultra Clear; Novozymes A/S, Denmark)
kullanilmustir. flave edilecek pektolitik enzim miktarini belirlemek i¢in bir n deneme
tasarlanmistir. Buna gore enzimin iiretimini yapan firma tarafindan onerilen optimum
calisma sicaklig1 ve siiresinde (50 °C’de 45 dakika) ekstrakta farkli oranlarda pektolitik
enzim karigimi ilave edilmistir. Siire sonunda ekstrakttaki pektik madde kalintisinin
varlig1 alkol testi ile kontrol edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Pektolitik enzim miktarin1 belirlemek i¢in yapilan 6n denemenin

sonuglari

Enzim Cesidi Miktar (nL/L) Alkol Testi Sonucu
15 Tortu var

Pectinex Ultra Clear 25 Tortu var
50 Tortu yok
15 Tortu var

Pectinex Smash XXL 25 Tortu var
50 Tortu yok

Alkol testinde ilave edilen enzim ekstrakttaki pektik maddelerinin tamamini
parcalayabilecek bir dozda degilse ekstraktta tortu meydana gelmis dolayisiyla bu enzim
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miktarinin yeterli olmadigi kanaatine varilmistir. Elde edilen bulgulara gore; ekstraktta
bulunan pektik maddelerin pargalanmasi i¢in farkli etki mekanizmalarina sahip her iki
enzimden de 50 pL/L diizeyinde ilave edilmesinin istenen amaca ulasilmada yeterli
olacagi goriilmiistiir (Cizelge 4.1).

Karkacier vd (1995) kegiboynuzunun ekstraksiyonu ve berraklastirilmasi iizerine
gerceklestirdikleri ¢alismada Novo Ferment firmasinin Pectinex 3 XL isimli pektolitik
enzim preparatint 0-0.5 mL/L araliginda keciboynuzu ekstratlarina ilave ederek
depektinizasyon islemi gergeklestirmis ve bu islemin berrak ekstrakt iizerine etkisini
incelemislerdir. Elde edilen bulgulara gore; enzim uygulanan ve uygulanmayan
orneklerin durultma islemi sonrasinda berraklik diizeylerinde herhangi bir degisim
olmadig1 bildirilmistir. Bu arastirmada depektinizasyon islemine kolloidal pektik
maddelerin de ekstrakttan uzaklastirilmasini saglamak amaciyla yer verilmistir.
Dolayisiyla geri kalan ekstraktta D-pinitoliin  kismen de olsa daha kolay
zenginlestirilebilecegi diisiiniildiigli i¢in enzim uygulanmamast durumu g¢alismanin
baslangi¢ asamasinda tasarlanmamistir. Ancak Karkacier vd (1995) ‘nin
gerceklestirdikleri calismayla bu arastirma kiyaslandiginda kullanilan enzim
miktarlarinin daha diistik oldugu goriilmektedir.

Ikinci denemede pektolitik enzime ilave olarak kullanilan invertaz enzimi
(Invertase, Novozymes A/S, Denmark) ise ekstraktta bulunan sakkaroz molekiiliinii
monomerleri olan glukoz ve fruktoz formuna doniistirmek amaciyla kullanilmistir. Bu
enzimin meyveden ekstrakta gecen sakkarozun tamamini pargalayabilmesi igin gereken
enzim miktar1 ve inkiibasyon siiresini belirlemek i¢in bir 6n deneme tasarlanmistir.
Denemede farkli enzim miktarlar1 (% 1, % 2, % 5 ve % 10) ve inkiibasyon siireleri (0.,
2., 4. ve 6. saat) kullanilmistir.

Kullanilan parametrelere gore elde edilen Orneklerin seker kompozisyonu
belirlenmistir (Cizelge 4.2). Elde edilen bulgulara gore; % 1 invertaz enzimi inokiile
edilmis ekstraktin 2 saat inkiibasyona birakilmasi baslangic sakkaroz igeriginin (47.13
g/L) tamammin inversiyonu i¢in yeterli olmustur. Dolayisiyla ¢alismada kullanilacak
invertaz enzimi i¢in optimum kullanim sartlar1 % 1 enzim miktar1 — 2 saat inkiibasyon
siiresi olarak belirlenmistir.

Keg¢iboynuzu meyvesinin etanol ve laktik asit {iretimindeki potansiyelini
arastirdig1 doktora tez ¢alismasinda Turhan (2009b) da ayn1 konsantrasyonlarda invertaz
enzimi kullanarak keciboynuzu ekstraktinda bulunan sakkaroz molekiiliinii en kisa
zamanda inversiyona ugratacak minimum invertaz konsantrasyonunu belirlemistir.
Turhan (2009b)’a gore % 1 invertaz enzimi 12 saat inkiibasyona birakildiginda siire-
enzim miktart kombinasyonu degerlendirildiginde bu miktarin ekstraktta bulunan
sakkaroz molekiinii inversiyona ugratmak i¢in yeterli oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada
ise ayn1 enzim konsantrasyonu inversiyon i¢in yeterli bulunurken 2 saatlik inkiibasyon
siiresi sonunda yeterli diizeyde inversiyon meydana gelmis olmasina ragmen (Cizelge
4.2), caligmanin etil alkol fermentasyonu asamasinda reaktdre mikroorganizma
inokiilasyonu yapilmadan 12 saat 6nce invertaz enzimi ilave edilmistir.
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Cizelge 4.2. invertaz enzimi miktar1 ve inkiibasyon siiresini belirlemek i¢in yapilan

6n deneme sonuglart™®

Uygulama Analiz Edilen Bilesik (g/L)

Inkiibasyon Enzim

siiresi miktari Sakkaroz Glukoz Fruktoz

(Saat) (%)

Baslangic - 47.13+£0.00 15.482+0.01 14.323+0.06
1 - 38.69°+0.37 39.84+3.88

9 saat 2 - 41.62° +0.23 44.60° +1.00
5 - 38.47° +0.62 39.42b +2 44
10 - 38.87° +0.27 37.79° +1.99
1 - 39.47° +0.88 38.31° +0.18

4. saat 2 - 40.24° +0.06 37.82° +0.31
5 - 40.12° +0.24 37.66° +0.24
10 - 39.11° +0.06 38.13°+2.17
1 - 40.76° +0.82 41.37°+1.73

6. saat 2 - 39.48° +0.08 37.820 +0.31
5 - 39.63°+0.17 39.70° +2.49
10 - 38.77° +0.12 35.45 +0.26

* Ayni siitun igerisinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05).

4.1.2. Sicak durultma isleminin optimizasyonu

Arastirmada yer alan sicak durultma asamasinin optimize edilmesi amaciyla
durultmada kullanilmasi kararlastirilan bentonit (% 5), jelatin (% 5) ve kizelzol (% 1.5)
stok ¢ozeltileri farkli oranlarda (bentonit: 4-6 g/L, jelatin: 1-3 g/L, kizelzol: 3-6 mL/L)
kegiboynuzu ekstraktina ilave edilerek 50 °C’lik su banyosunda (Jeio Tech, BS-06/31,
Seoul, Korea) 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda olusan tortularin sikilik
durumlar ve sivi kismin berraklik diizeyi degerlendirildikten sonra kaba filtre kagidi ile
stiziilen berrak kisimlarin 151k gecirgenligi 660 nm’de Sl¢iilmiistiir.

Elde edilen bulgular Cizelge 4.3’te verilmistir. Bulgulara gore en berrak
gorlintiiyli veren ve ayni zamanda da tortusu siki olan keciboynuzu ekstrakti 26.
uygulamada kullanilan durultma yardimc1 maddeleri kombinasyonu ile elde edilmistir.
Ekstraksiyon ve durultma kosullarini optimize ettikleri calismalarinda Karkacier vd
(1995) kegiboynuzu ekstrakti i¢in en uygun durultma kombinasyonunu 0.4 g/L bentonit,
0.2 g/L jelatin ve 0.45 mL/L kizelzol (% 15’lik soliisyonu) olarak belirlemisler ve bu
kombinasyon ile durulttuklar1 ekstraktin % 71 oraninda bir berraklik diizeyine (660
nm’de 151k gecirgenligi, % T 6l¢iimii) sahip oldugunu ifade etmislerdir. Bu ¢alismada ise
Karkacier vd (1995)’nin kullandiklart durultma yardimci maddeleri dozlarindan daha
yiiksek dozlarin kullanilmasina ragmen 6zellikle her iki ¢alismada da kullanilan bentonit,
jelatin ve kizelzol arasindaki oranlarin degismedigi buna ragmen bu caligmadan elde
edilen ekstraktin daha yiiksek bir berraklik diizeyine sahip oldugu (% Tesonm: 88.77)
goriilmiistiir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Sicak durultma denemeleri sonucu elde edilen ekstraktlarin gorsel
durumu ve 151k gegirgenligi (% T) degerleri

Uygulama Jelatin  Bentonit  Kizelzol  Tortu Tortu % T
(g/L) (g/L) (mL/L) sikihi  goriiniimii (660 nm)*

1 1 4 3 Gevsek  Berrak 74.6"

2 1 4 4.5 Gevsek  Berrak 67.83"
3 1 4 6 Sik1 Bulanik 67.47"
4 1 5 3 Siki Berrak 75.13"
5 1 5 4.5 Gevsek  Berrak 70.634
6 1 5 6 Gevsek  Bulanik 72.83°P
7 1 6 3 Gevsek  Bulanik 73.57°
8 1 6 4.5 Gevsek  Berrak 79.23k
9 1 6 6 Siki Berrak 76.80™
10 2 4 3 Gevsek  Bulamk 81.27
11 2 4 4.5 Gevsek  Bulanik 82.679"
12 2 4 6 Gevsek  Bulanik 83.57¢
13 2 5 3 Gevsek  Bulanik 81.93i
14 2 5 4.5 Gevsek  Bulanik 82.97f
15 2 5 6 Gevsek  Bulanik 83.30¢f
16 2 6 3 Gevsek  Bulamk 79.33K
17 2 6 4.5 Gevsek  Bulanik 78.57'
18 2 6 6 Gevsek  Bulanik 74.87"
19 3 4 3 Gevsek  Bulanik 82.30ih
20 3 4 4.5 Gevsek  Berrak 86.53°
21 3 4 6 Gevsek  Berrak 88.502
22 3 5 3 Gevsek  Bulamk 84,734
23 3 5 4.5 Siki Berrak 87.77°
24 3 5 6 Gevsek  Bulanik 88.474
25 3 6 3 Gevsek  Berrak 86.87°¢
26 3 6 4.5 Siki Berrak 88.772
27 3 6 6 Sik1 Berrak 88.632
28 2 - 4.5 Gevsek  Bulanik 53.34°

*. Aym siitun igerisinde ayni harfle gésterilen ortalamalar arasinda fark yoktur (P>0.05)

Sicak durultma asamasinda ilave edilecek durultma yardimci maddelerinin
miktarlarina karar vermede sadece 151k gecirgenligi (% T) degerleri referans alinmamis
aynt zamanda olusan tortularin sikilik durumu da degerlendirilmistir. Clinkli berrak
kismin olusan tortu kismindan ayrilmasinda siki bir yapiya sahip olmayan tortularin
berrak kisimlara daha fazla bulastigi dolayisiyla berrak kisimlari yeniden bulandirdig:
goriilmistlir. Dolayisiyla sicak durultma asamasinda bentonit, jelatin ve kizelzol
cozeltilerinden sirasiyla 6 g/L, 3 g/l ve 4.5 mL/L kullanilmasiyla ekstraktta istenen
diizeyde berraklik saglanacagi sonucuna ulagilmigtir.

4.1.3. Ultrafiltrasyon isleminin optimizasyonu

Ultrafiltrasyon isleminin optimizasyonu amaciyla aragtirmada belirtilen
parametreler (Membran ayirma smirt: 10, 30 ve 50 kDa, Besleme Sicakligi: 5, 27.5 ve 50
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°C, Besleme pH degeri: 3, 5.5 ve 8) Box-Behnken CYM’ye gore olusturularak
kullanilmistir (Cizelge 4.4).

Bu parametrelerden membran ayirma sinir1 se¢ciminde meyve suyu endiistrisinde
yaygin olarak kullanilan ultrafiltre membranlarindan 100 kDa ve 50 kDa membran
ayirma sinirlari arasinda basit bir 6n deneme de tasarlanmis ancak her iki membrandan
elde edilen filtratlarin arasinda hedef bilesiklerin konsantrasyonu agisindan herhangi bir
farklilik olmadig1 goriildiigii icin CYM’na gére membran ayirma sinirl parametresinin
orta degerinin daha kolay secilebilmesi i¢in maksimum membran ayirma sinir1 50 kDa
olarak belirlenmigtir. Minimum membran ayirma smnirt da ultrafiltrasyon ve
nanofiltrasyon membran filtrasyon sistemleri arasinda sinir teskil edebilecek bir deger
olarak 10 kDa secilmistir.

Cizelge 4.4. Box-Behnken CYM ile olusturulan ultrafiltrasyon sartlari

Membran ayirma sinir1 ~ Besleme pH  Besleme sicakhigi

SIra | Da) degeri °C)
1 30 55 275
2 50 8 275
3 30 3 50
4 10 5.5 5

5 50 5.5 50
6 10 8 275
7 10 5.5 50
8 50 5.5 5

9 30 8 50
10 30 3 5
11 30 5.5 275
12 50 3 275
13 10 3 275
14 30 8 5
15 30 5.5 275

Ultrafiltrasyon isleminin optimizasyonunda ikinci parametre olan besleme pH
degerinin maksimum ve minimum simnirlart ise kegiboynuzu ekstraktinin asidik/bazik
karakteristikte olmasinin hedef bilesiklerin konsantrasyonuna etkisi olup olmayacagini
belirlemek amaciyla pH: 3 ve pH: 8 olarak secilmistir. Ayni1 sekilde ultrafiltrasyon
isleminin optimizasyonunda etkisinin goriilmek istendigi diger bir parametre olan
besleme sicakliginin minimum ve maksimum degerlerinin se¢iminde ise laboratuvar
ekipmanlar ile uygulanabilecek dl¢lide olmak {izere 5 ve 50 °C degerleri sinir degerleri
olarak sec¢ilmistir.

Istatistiksel metoda gore tasarlanan 15 deneme 2 tekerriirlii olarak yapilmustir.
Denemelerde kegiboynuzu ekstraktinin dogal haldeki pH degerinden asidik pH degeri
elde etmede 2 N sitrik asit; bazik pH degeri elde etmede ise 4 N sodyum karbonat
kullanilmastir.
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Denemelerde istenen besleme sicakligina su banyosu kullanilarak ulasilmis ve
ekstrakt hedef membran ayirma sinirinda ultrafiltre edilmistir. Membran filtrelerin
istenen sicaklik diizeylerine ulagsmasini saglamak amaciyla ultrafiltrasyon sisteminden
c¢ikan retentat kismi su banyosuna daldirilmis halde bulunan besleme rezervuarina geri
dondiiriilerek besleme sivisi ile karistirilmistir (Sekil 4.1). Tiim denemelerde homojenligi
saglayabilmek icin ekstraktin % 80’1 filtre edilinceye kadar (permeat olarak elde
edilinceye kadar) ultrafiltrasyon islemine devam edilmistir. (Sekil 4.1). Tim
denemelerden elde edilen filtrat kisimlarinda seker ve D-pinitol analizleri yapilmistir.

Sekil 4.1. Ultrafiltrasyon diizenegi

Box-Behnken CYM’nun belirledigi sartlarda gerceklestirilen ultrafiltrasyonlar
sonucu elde edilen bulgular Cizelge 4.5’te gdsterilmistir. Istatistiksel degerlendirme
sonucu elde edilen regresyon esitlikleri sakkaroz (EK-6, Cizelge 7.1), glukoz (EK-6,
Cizelge 7.2), D-pinitol (EK-6, Cizelge 7.3) ve fruktoz (EK-6, Cizelge 7.4) bilesikleri i¢in
asagida goriilmektedir:

Sakkaroz (g/L) = 32.55 —0.28*M +0.81*P +0.09*S +0.01 M*M +0.01 P*P —0.002 S*S
~0.01 M*P +0.001 M*S + ¢ (4.1)

Glukoz (g/L) = 18.20 —0.17 M +3.41 P +0.20 S +0.004 M*M —0.25 P*P —0.003
S*S —0.01 M*P +0.001 M*S —0.01 P*S + ¢ (4.2)

D-pinitol (g/L) = 5.70 ~0.06 M +0.76 P +0.04 S +0.001 M*M —0.06 P*P —0.001
S*S 0,002 M*P +0.00003 M*S —0.001 P*S + ¢ (4.3)

Fruktoz (g/L) = 19.58 -0.14 M +2.14 P +0.15 S +0.003 M*M -0.16 P*P —0.002
S$*S -0.002 M*P —0.01 P*S + ¢ 4.4)

Esitliklerde yer alan € hatayr; M membran ayirma sinirini; P ekstrakt pH degerini
ve S ekstraktin sicaklik degerini ifade etmektedir. CYM ve varyans analizi ile
degerlendirilen sonuclara gore (Bkz. EK-6 ve EK-7); ultrafiltrasyonun etkinligini
belirlemede kullanilan biitiin bilesenlerin uyum eksikligi degerlerinin istatistiksel olarak

62



BULGULAR ve TARTISMA Hatice Reyhan OZIYCI

onemsiz olmasi (P>0.05) ilgili modelin optimum bir parametre kombinasyonu
belirleyebilmek i¢in uygun oldugu anlamina gelmektedir (Bkz. EK-6 ve EK-7).

Bilindigi iizere bu caligmada esas olarak iki farkli deneme tasarlanmis ve bu
denemelerin keciboynuzu ekstraktindan D-pinitoliin zenginlestirilmesine olan etkisi
degerlendirilmeye c¢alisilmistir. Denemelerde islemlerin ¢ogu ortak oldugu igin
optimizasyon caligmalarinda belirlenen optimum parametreler her iki denemede de ayni1
degerlerle kullanilmistir. Boylelikle denemelerin birbirileriyle kiyaslanmasi miimkiin
hale gelmistir. Bu kapsamda ultrafiltrasyon isleminin optimizasyonunda esas olarak
yiikksek oranda elde edilmek istenen D-pinitol ve kristal formda ayristirilabilirligi
arastirilmak istenen sakkaroz molekiillerinin konsantrasyonlart maksimum olacak sekilde
bir optimizasyon tasarlanmistir. Bu amacla Cizelge 4.5’te yer alan ham veriler Minitab
istatistik programinin optimizasyon analizi kisminda kullanilmistir.

Cizelge 4.5. Box-Behnken CYM ile olusturulan parametre kombinasyonu

kullanilarak yapilan ultrafiltrasyon iglemleri ile elde edilen filtrat
kisimlarinin icerigi

Sira Membran oH Sicakhk  Sakkaroz  Glukoz D-pinitol  Fruktoz
(kDa) O (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

1 10 3 27.5 33.52+0.08 27.05+0.18 7.40+0.03 25.51+0.15
2 50 3 27.5 37.11£0.04 28.63+£0.05 7.75+0.02 26.14+0.10
3 10 8 27.5 37.57+0.11 29.63+0.21 8.20+0.04 26.83+0.29
4 50 8 27.5 38.39+0.07 29.61+0.12 8.14+0.04 27.19+0.12
5 10 55 5 35.54+0.13 28.28+0.06 7.79+0.03 25.81+0.13
6 50 55 5 36.85£0.20 29.14+0.10 8.12+0.05 26.62+0.21
7 10 55 50 32.86+0.18 28.25+0.05 7.64+0.03 26.41+0.38
8 50 55 50 35,51+0.12  30.05+0.38 8.03£0.10 27.22+0.15
9 30 3 31.20+£0.26  24.94+0.23 6.84+0.09 23.46+0.09
10 30 8 34.41£0.10 19.41+6.47 7.04+0.04 24.53+0.09
11 30 3 50 31.01+0.19 26.85+0.11 7.12+0.07 25.13+0.14
12 30 8 50 34.20+0.08 27.74+0.27 7.44+0.05 25.20+0.21
13 30 55 275 34.49+0.25 28.52+0.28 7.65+0.04 25.92+0.27
14 30 55 27.5 33.72+£0.19 28.66+0.03 7.76+0.03 26.30+0.14
15 30 55 27.5 33.60+£0.30 29.15+0.31 7.68+0.01 26.77+0.34

Bu amagla dort degisken ayni anda kullanilmis olup sadece hedef bilesik olan D-
pinitoliin konsantrasyonu maksimum olarak secilmistir. Bu islem sonucunda ise modelin
optimum ultrafiltrasyon kosullar1 10 kDa membran ayirma sinir1, 3.89 besleme pH degeri
ve 6.7 °C besleme sicakligi olarak belirlenmis ve bu parametreler kullanilarak
ultrafiltrasyon islemi yapilirsa elde edilecek ekstraktin 33.85 g/L diizeyinde sakkaroz,
27.02 g/L diizeyinde glukoz, 7.47 g/L diizeyinde D-pinitol ve 25.07 g/L diizeyinde
fruktoz icerigine sahip olacagi 6ngoriilmiistiir (Composite Desirability: 0.999996).
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Modelin dogrulanmas1 amaciyla saptana optimum kosullarda ultrafiltrasyon
islemleri yapilmig ve elde edilen ekstraktlarin seker ve D-pinitol konsantrasyonlari
belirlenmistir. Analizler sonucunda elde edilen bulgularla (36.44 g/ sakkaroz, 29.04
glukoz, 8.08 g/L D-pinitol ve 26.92 g/L fruktoz) esitliklerden elde edilen degerler
arasinda yiiksek oranda bir korelasyon olmas1 (R?>=1.00) model tahminlerinin deneysel
bulgularla uyumlu oldugunu gostermistir.

Sonu¢ olarak; Box-Behnken CYM metodu ile yapilan istatistiksel
degerlendirmeler sonucunda ultrafiltrasyon isleminde 10 kDa membran ayirma siniri,
3.89 besleme pH degeri ve 6.7 °C besleme sicakligi kosullarinin kullanilmasina karar
verilmistir. Literatliirde keg¢iboynuzu ekstraktinin igerdigi sekerlerin ve D-pinitoliin
konsantrasyonuna ultrafiltrasyon isleminin etkisiyle alakali herhangi bir bilgiye
rastlanmadigi icin bu calismadan elde edilen bulgular literatiir bilgileriyle
kiyaslanamamustir.

4.1.4. CaO uygulama isleminin optimizasyonu

CaO uygulama isleminin optimizasyonunda kullanilacak olan parametreler farkli
seviyelerde uygulanmis (CaO miktari (%): 1, 2, 3 ve 5; CaO ile temas siiresi (dak.): 5, 10,
15 ve 20; 1sitma ve sogutma asamalarinda bekleme siiresi (dak.): 15 ve 30) ve her bir
parametre kendi iginde optimize edilmistir (Sekil 4.2). Bu optimizasyon denemelerinde
hedef parametrenin etkinligini belirleyebilmek i¢in diger iki parametre rastgele segilen
birer seviyede sabit tutulmustur.

Sekil 4.2. CaO uygulama isleminden goriintiiler (A: Sogutma asamasi, B: Filtrasyon
asamasi, C: Filtre keki)

Optimizasyon denemelerinde ilk olarak CaO (Sabit tutulan parametreler: % 2 CaO

miktari; 15°er dakika sogutma ve 1sitma asamalarinda bekleme siiresi) ile optimum temas
stiresi belirlenmistir. Tez calismasinin birinci denemesi tasarlanirken ana hedef bilesik
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olan D-pinitoliin zenginlestirilmesinin yani sira sakkaroz igerigi yiiksek olan kegiboynuzu
ekstraktindan bu molekiiliin kristal formda elde edilebilirligi de aragtirilmak istenmistir.
Bu nedenle birinci deneme planina seker endiistrisinde kullanilan CaO uygulamasi ilave
edilmistir.  Dolayisiyla CaO uygulama asamasinin optimizasyonunda incelenen
parametrelerin ekstraktta maksimum konsantrasyonda sakkaroz ve D-pinitol kalmasina
olanak saglayacak verilerin elde edilmesine ¢aligilmistir.

Elde edilen bulgularda CaO uygulama islemi sonunda alinan 6rneklerde glukoz
ve fruktoz bilesiklerinin tespit edilemedigi goriilmektedir. Bunun sebebinin ke¢iboynuzu
ekstraktini CaO ile muamele etmenin ilgili bilesiklerin yapisinda degisikliklere neden
oldugu diistiniilmektedir. Nitekim literatiir arastirmalar1 CaO uygulamasinin seker i¢eren
stvilarda bulunan invert sekerlerin organik asitlere ve renk maddelerine donlismesine
neden oldugunu gostermektedir (Asadi 2007).

40+
Sakkaroz
Glukoz
e D-pinitol
@8 Fruktoz

Konsantrasyon (g/L)
= g

Siire (dakika)

Sekil 4.3. CaO0 ile temas siiresinin optimizasyonu

CaO uygulama isleminde optimize edilen parametrelerin kullanimiyla elde
edilecek ve etil alkol fermentasyonunun girdisini olusturacak kisim CaO uygulama
isleminin 2. filtrat kismindan elde edilecek ekstrakt oldugu icin 1. filtrasyon ve filtre keki
kisimlariin seker ve D-pinitol konsantrasyonlarindaki degisimlerin “4. Bulgular ve
Tartisma” boliimiinde verilmesinin ¢ok fazla gerekli olmadig goriisii nedeniyle bu veriler
EK-8’de yer alan Sekil 7.7, 7.8 ve 7.9°da gosterilmistir. Bu bulgulara gore her ii¢
denemede de D-pinitol konsantrasyonu agisindan bir miktar kayip oldugu, 2. filtrat
kisminda CaO ile muamele edilmeyen kegiboynuzu ekstraktina gore belirli bir kismin
kaldig1 goriilmektedir.

CaO uygulama isleminin son basamagi olan 2. filtrasyondan alinan 6rneklerin
seker ve D-pinitol konsantrasyonlari analiz edildiginde sogutma islemi dncesinde CaO
ile temas siiresi 5 dakikadan daha fazla siirdiiglinde bu islemden sonra ekstraktta kalan
D-pinitol ve sakkaroz konsantrasyonlarinda azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3). Bu
nedenle CaO ile ekstraktin en fazla 5 dakika temas ettirilmesi ve ardindan hemen
sogutulmasi gerektigi sonucuna varilmstir.
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CaO uygulama asamasinin optimizasyonunda ikinci olarak sogutma ve 1sitma
asamalarinda beklenilmesi gereken siire (Sabit tutulan parametreler: % 2 CaO miktart; 15
dakika CaO ile temas siiresi) i¢in 6n denemeler yapilmis ve CaO uygulama isleminin son
basamagi olan 2. filtrasyondan elde edilen Orneklerin seker ve D-pinitol
konsantrasyonlar1 belirlenmistir (Sekil 4.4). Elde edilen bulgular sogutma ve 1sitma
asamalarinda 15 dakikadan daha fazla beklenilmesinin sakkaroz ve D-pinitol
konsantrasyonlarinda herhangi bir artis meydana getirmedigini (P>0.05), dolayisiyla da
bu agamalarda islem siiresinin 15 dakika olmasinin yeterli olacagini ortaya koymustur.
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Sekil 4.4. Sogutma-1sitma asamalarinda beklenecek siirenin optimizasyonu

CaO uygulama agamasiin son parametresi olan ilave edilmesi gereken CaO
miktar (Sabit tutulan parametreler: 5 dakika temas siiresi; 15’er dakika sogutma ve 1sitma
asamalarinda bekleme siiresi) icin de 6n denemeler gerceklestirilmistir. Bu amagla
islemin son basamagi olan 2. filtrasyondan elde edilen 6rneklerin seker ve D-pinitol
konsantrasyonlari analiz edilmistir (Sekil 4.5).

Bulgular ke¢iboynuzu ekstraktina ilave edilen % 1 oranindaki CaO’in ekstraktta
bulunan glukoz ve fruktoz bilesiklerinin tamamu ile reaksiyona girmeye yeterli olmadigini
dolayisiyla istenen etkinin goriilebilmesi i¢in minimum % 2 CaO ilave edilmesi
gerektigini gostermistir. Ayrica bu miktardan daha fazla CaO ilave edildiginde de D-
pinitol konsantrasyonunda Onemli bir farklihlk olmazken (P>0.05), sakkaroz
konsantrasyonunda ise tam tersi bir etki goriilmiistiir (P<0.05). Dolayistyla % 2 CaO
miktarinin ke¢iboynuzu ekstraktina katilmasi gereken minimum konsantrasyon olduguna
karar verilmistir.
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Sekil 4.5. CaO miktarinin optimizasyonu

Yapilan tiim 6n denemelerin sonuglart dogrultusunda en uygun parametre
kombinasyonu olarak % 2 CaO miktari, 15 dakika CaO ile temas siiresi ve 15’er dakika
sogutma ve 1sitma asamalarinda bekleme siiresinin uygulanmasina karar verilmistir.
Literatirde CaO uygulama sadece kristal seker endiistrisinde sakkarozun
ayristirtlmasinda kullanilan eski bir metot olarak yer aldigi i¢in bu islemde kullanilmasi
gereken CaO miktari, CaO’in seker igeren sivi ile temas siiresi ve 1sitma ve sogutma
asamalarinda beklenilmesi gereken siireler hakkinda herhangi bir bulguya
rastlanamamistir. Ayrica ke¢iboynuzu ekstraktina CaO uygulanmasi ile ilgili de yapilan
herhangi bir c¢alisma yoktur. Dolayisiyla calismanin bu asamasindan elde edilen
degerlerin etkinligi hakkinda herhangi bir literatiir kiyaslamasi yapilamamastir.

4.1.5. Etanol fermentasyonunun optimizasyonu

Arastirmada, etanol fermentasyonunun gerceklestirilmesinde mayanin baslangic
inokiilasyon miktari, optimal gelisme sicaklig1 ve reaktdrdeki karistirma hiz1 gibi genel
parametrelerin Turhan vd (2010b)’nin ¢alismasi referans alinarak kullanilmasina ancak
fermentasyon bitis siiresinin 6n denemeyle belirlenmesine karar verilmistir. Ciinkii maya
genel olarak ortamda karbon kaynagi olarak baska bilesikler bulundugunda 6nce bu
bilesikleri metabolize etmeyi tercih etmekte, yeterli diizeyde karbon kaynagi kalmadig
zaman ise D-pinitolii kullanmaya baglamaktadir. Tasarlanan bu deneme ile de mayanin
ortamdaki sekerleri metabolize etmesi; boylece de ekstrakttaki D-pinitol
konsantrasyonunun oransal olarak artirilmasi amaglanmigtir. Ayrica fermentasyonda
tercih edilen Saccharomyces cerevisiae mayasi1 D-pinitol molekiiliiniin bagh formlarini
serbest D-pinitol formuna doniistiirme yetenegine de sahip oldugu i¢in (Shin vd 2003)
ekstrakttaki serbest D-pinitol konsantrasyonunda artis da olabilecegi diistiniilmiistiir.

On denemede ilk olarak kegiboynuzu ekstrakt: sterilize edilmis ve daha sonra da
optimize edilen dozda invertaz enzimi ile muamele edilerek ekstraktta bulunan sakkaroz
molekiiliiniin inversiyona ugramasi saglanmistir (Bkz. 4.1.1.1. Enzim uygulamasi
isleminin optimizasyonu). Bu asamadan sonra ise reaktdre S.cerevisiae mayasinin stok
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kiiltiirtinden zenginlestirilen 6n kiiltiir formunun inokiile edilmesiyle de fermentasyon
islemi baglatilmigtir (Bkz. 3.2.2.7. Etanol fermentasyonu).

Sekil 4.6. Reaktorde etanol fermentasyonu

Fermentasyon siiresi boyunca (0 — 48. saat) farkli siirelerde reaktdrden 6rnek
alinarak seker ve D-pinitol konsantrasyonlarindaki degisim gozlenmistir (Sekil 4.6, Sekil
4.7). Arastirmada HPLC analizlerinde kullanilan Transgenomic Nucleogel 87 P
kolonunda fruktoz ile etanol bilesikleri kolonu ayn1 zamanda terk ettigi yani 6rneklere ait
kromatogramda iki bilesene ait pikler ist liste ¢akistig1 i¢in optimizasyonun dogru bir
sekilde yapilabilmesi i¢in degisimi gozlemlemede glukoz ve D-pinitol bilesiklerinden
yararlanilmigtir. Elde edilen bulgular degerlendirildiginde fermentasyon boyunca D-
pinitol konsatrasyonunda 6nemli diizeyde bir degisiklik olmamasi bu mikroorganizmanin
kegiboynuzu ekstraktinda bulunan D-pinitoliin saflagtirilmas1 amaciyla giivenli bir
sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

S. cerevisiae mayasinin fermentasyon siiresi boyunca karbon kaynagi olarak
glukozu tercih ettigi Sekil 4.7°den goriilmektedir. Ancak mikroorganizma bir miiddet
sonra ortamda bulunan D-pinitolii de kullanmaya baslamistir (Sekil 4.7, 28.- 34. saatler
aras1). Dolayisiyla D-pinitol konsantrasyonlari iizerinden degerlendirme yapildiginda
etanol fermentasyonunun 32. saatte sonlandirilmasinin istenilen amag i¢in uygun olacagi
sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.7. Etanol fermentasyonunun siiresinin optimizasyonu
4.2. Arastirma Kapsaminda Yapilan Denemeler
4.2.1. Birinci deneme

Birinci denemede kegiboynuzu ekstraktinda D-pinitoliin zenginlestirilebilirliginin
yant sira sakkarozun da kristal formda ayristirilabilirligi arastirilmak istendigi icin
ekstrakta enzim uygulama asamasinda sadece pektolitik enzim uygulanmis, ilerleyen
asamalarda da ekstrakt CaO ile muamele edilmis ve bu islemden sonra kristalizasyon
asamasina gecilmistir (Bkz. Sekil 3.2). Birinci denemenin kristalizasyon agamasinda
evapore edilen kegiboynuzu ekstraktinda kristal bir yap1 olusup olugsmadigi incelenmis
(Bkz. 4.2.1.1), etanol fermentasyonu asamasinda ise belirli araliklarla 6rnek alinarak
fermente edilen ekstrattaki biyokitle ve etanol degisimi gézlenmistir (Bkz. 4.2.1.2).

Birinci denemenin keciboynuzu ekstraktinda bulunan D-pinitol bilesiginin
zenginlestirilmesi lizerine etkisini belirlemek i¢in ise denemenin her asamasinda alinan
orneklerde D-pinitol ve seker konsantrasyonlarindaki degisim izlenmistir (Bkz. 4.2.1.3.
Birinci denemenin farkli asamalarindan alinan Orneklerin seker ve D-pinitol
konsantrasyonlarindaki degisim). Ayrica birinci denemenin son asamasinda elde edilen
iriin ile kontrol Orneginin yani herhangi bir isleme tabi tutulmamis keg¢iboynuzu
ekstraktinin bilesimi de kiyaslanmistir (Bkz. 4.2.3. Baglangi¢ ekstraktinin ve denemelerin
son asamalarindan elde edilen ekstraktlarin bazi tanimlayici degerlerinin kiyaslanmasi).

4.2.1.1. Birinci denemenin kristalizasyon asamasinin degerlendirilmesi

Birinci denemede kegiboynuzu ekstraktinda bulunan sakkaroz molekiilii CaO ile
reaksiyona girerek daha stabil bir form olan trikalsiyum sakkarata doniismiistiir. Bu
haliyle ekstraktin konsantrasyonu esnasinda bu yeni formdaki sakkaroz molekiillerinin
daha kolay kristalize olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amagcla “3.2.2.8. Evaporasyon”
boliimiinde belirtilen ekstraksiyon parametreleri kullanilarak kristalizasyon islemi
gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.8. Ke¢iboynuzu ekstraktinin evaporasyonu

Buna gore yaklasik 10 °Bx SCKM degeri ile doner buharlastiriciya konulan
kegiboynuzu ekstrakti 65 °Bx SCKM degerine kadar kademeli olarak buharlastirilmis ve
bu esnada da olasi kristal yapr olusumunu tesvik etmek amaciyla ekstraksiyon sicakligi
yavas yavas diistiriilmistiir (Sekil 4.8). Ancak belirtilen SCKM degerine kadar konsantre
edilen kegiboynuzu ekstraktinda (Sekil 4.8, Evaporasyon sonrasi) higbir sekilde kristal
bir yap1 olusmamustir. Bu durum da kegiboynuzu ekstraktindan sakkarozun kristal formda
elde edilebilmesinde basarili olacagi disiiniilen CaO isleminin bu amaca ulasilmada
etkisiz olmasindan kaynaklanmstir.

Kegiboynuzu ekstraktindan kristal formda sakkaroz elde edilememesinin nedeni,

meyveden eckstrakta gegen diger olasi safsizliklarin (Bkz. 2.8.5. Kristalizasyon)
ekstrakttan yeterince uzaklastirllamamasi olarak disiiniilmiistiir. Ancak sakkarozun
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kristal formda elde edilebilirligi bu arastirmanin esas amaci olmayip, sadece kegiboynuzu
ekstraktinin D-pinitol agisindan zenginlestirilmesinde uygulanacak islem basamaklarinin
boyle bir yan iiriin elde edilmesine katki saglayip saglamayacagi goriilmek istenmistir.

4.2.1.2. Birinci denemenin etanol fermentasyonu asamasindaki biyokitle ve etanol
degisimi

Birinci denemenin etanol fermentasyonu asamasinda belirli araliklarla reaktorden
ornek alinmis ve bu Orneklerde biyokitle miktar1 ve etanol konsantrasyonu analizleri
yapilmistir (Sekil 4.9). Elde edilen bulgulara gore; inokiilasyonda 10.72 g/L’lik bir 6n
kiiltirtin - kullanildig1 fermentasyonda hem biyokitle miktarindaki hem de etanol
konsantrasyonundaki artisin birbirine paralel oldugu, ozellikle 22. saatten sonra
fermentasyon ortaminda artan etanol konsantrasyonuna bagli olarak mikroorganizma
poplilasyonunda azalma meydana geldigi goriilmektedir (Sekil 4.9). Bu duruma
mikroorganizmanin metabolik faaliyeti sonucu olusturdugu etanoliin inhibisyon
ozelligine ve kesikli olarak gerceklestirilen fermentasyon nedeniyle ortamda
mikroorganizmanin  kullanabilecegi substrat kalmamasinin sebep olabilecegi
distiniilmistiir.

Fermentasyon sonunda (32. saat) kalan biyokitle miktar1 6.08+0.16 g/L iken
olusan etanol konsantrasyonu ise 20.96+0.38 g/L diizeyinde kalmistir. Calismanin pH
kontrolstiz olarak gergeklestirilen etanol fermentasyonu asamasinda mikroorganizmanin
ekstrakt icinde ¢ogalmasiyla ulagabildigi maksimum biyokitle miktar1 7.09 g/L (22. saat)
olmustur (Sekil 4.9). Bulunan bu deger Turhan vd (2010b)’nin ¢alismalarinda belirttigi
degerin ¢ok tlizerindedir.

Nitekim Turhan vd (2010b) pH’nin etanol verimi lizerine de etkisini arastirmiglar
ve pH kontrollii fermentasyonda maksimum 7.35 g/L diizeyinde biyokitle miktarina
ulasirken, pH kontrolsiiz fermentasyonda bu degerin 3.26 g/L oldugunu bildirmislerdir.
Ancak yine Turhan vd (2010b)’nin bildirdiklerine gore bu disiik biyokitle miktarina
karsilik herhangi bir besiyeri bilesimi ilave edilmeyen ke¢iboynuzu ekstrakti S. cerevisiae
mayast kullanilarak fermentasyona tabi tutuldugunda 34.24 g/L. diizeyinde etanol
tretilmistir. Bu deger de bu ¢alismada bulunan degerin (20.96 g/L) ¢ok iizerindedir.
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Sekil 4.9. Birinci denemenin etanol fermentasyonu agamasindaki biyokitle ve etanol
miktarlarindaki degisim
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Literatiirde etanol iiretimi i¢in kullanilan optimum pH degerinin 5.0-5.5 araliginda
oldugu, pH 4.0’ altina distiigiinde ise etanol iiretiminin tamamen inhibe oldugu
bildirilmektedir (Graves vd 2006). Ayrica pH Kkontrolsiiz gerceklestirilen
fermentasyonlarda etanol iiretiminin olugan organik asitler nedeniyle etanol iiretimi igin
gerekli olan minimum pH degerinin de altina diistiigli, dolayisiyla da etanol {iretiminin
minimum diizeyde gergeklestigi bildirilmektedir (Turhan vd 2010Db).

4.2.1.3. Birinci denemenin farklh asamalarindan alinan 6rneklerin seker ve D-pinitol
konsantrasyonlarindaki degisim

Birinci denemenin farkli asamalarindan alinan Orneklerde seker ve D-pinitol
analizleri yapilmis ve uygulanan islemlerin keg¢iboynuzu ekstraktinda bulunan bu
bilesikler iizerine etkisi incelenmistir (Sekil 4.8). Elde edilen bulgulara gore; sakkaroz
molekiilii ekstraksiyon asamasindan (51.50+0.21 g/L) CaO uygulama asamasina kadar
(40.75+1.05 g/L) 6nemli derecede azalma gostermis, fermentasyon agsamasinda ise maya
tarafindan tamamen metabolize edilmigtir.

Glukoz ve fruktoz bilesiklerinin konsantrasyonlari ise CaO uygulama iglemine
kadar onceki islemlerden Onemli diizeyde etkilenmemis (P>0.05) ancak CaO ile
gergeklesen tepkime sonucunda yapisal bozunmaya ugradiklari i¢in HPLC ile analiz
sonucunda geri kalan islemlerin Orneklerinde tespit edilememislerdir. D-pinitol
konsantrasyonunda ise azalma olmamakla birlikte (E: 7.31+0.12 g/L ve FE: 8.81%0.12
g/L) meydana gelen artis da ilk bakista cok Onemli goriinmemektedir. Ancak
ekstraksiyondan sonra alinan 6rnegin (E) suda ¢oziinlir kuru madde diizeyinin (SCKM)
10.20 °Bx ve evaporasyon sonrasi alinan 0rnegin (FE) SCKM degerinin ise 5.5 °Bx
oldugu g6z oOniinde bulundurulacak olursa biitiin islemlerden sonra D-pinitol
konsantrasyonunun baslangi¢ ekstraktina gore yaklasik 2 kat daha konsantre hale geldigi
goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Birinci denemenin farkli asamalarindaki seker ve D-pinitol degisimleri
(E: Ekstraksiyon sonrasi, D: Durultma sonrasi, U: Ultrafiltrasyon sonrasi, C:
CaO ile muamele sonrasi, F: Fermentasyon sonrasi, FE: Evaporasyon
sonrasi)
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4.2.2. ikinci deneme

Ikinci denemede birinci denemeden farkli olarak enzim uygulama asamasinda
pektolitik enzim ile birlikte invertaz enzimi de uygulanmis ve CaO uygulama ve
kristalizasyon asamalarin denemeden tamamen g¢ikartilmistir (Bkz. Sekil 3.2). Ikinci
denemenin etanol fermentasyonu asamasinda belirli araliklarla 6rnek alinarak fermente
edilen ekstrattaki biyokitle ve etanol degisimi gozlenmistir (Bkz. 4.2.2.1). Ikinci
denemenin D-pinitoliin zenginlestirilmesi {izerine etkisini belirleyebilmek igin ise
denemenin her asamasinda alinan 6rneklerde D-pinitol ve seker konsantrasyonlarindaki
degisim izlenmistir (Bkz. 4.2.2.2). Ayrica ikinci denemenin son asamasinda elde edilen
irtin ile kontrol O6rneginin yani herhangi bir isleme tabi tutulmamis keg¢iboynuzu
ekstraktinin bilesimi de kiyaslanmistir (Bkz. 4.2.3).

4.2.2.1. Ikinci denemenin etanol fermentasyonu asamasindaki biyokitle ve etanol
degisimi

Ikinci denemede de birinci denemede oldugu gibi etanol fermentasyonu
asamasinin fermentasyon siiresi boyunca belirli araliklarla reaktorden 6rnek alinmis ve
bu oOrneklerde yapilan biyokitle miktar1 ve etanol konsantrasyonu analizleri ile
fermentasyonun seyri izlenmistir (Sekil 4.11). Ikinci denemede gergeklestirilen etanol
fermentasyonu asamasinda 8.52 g/L diizeyinde canli biyokitle igeren 6n kiiltiirden % 1
oraninda inokiilasyon yapilarak fermentasyon baslatilmistir. Ikinci deneme sonunda (30.
saat) mikroorganizmanin fermentasyon siiresince ulastigi maksimum biyokitle miktar
8.71+0.05 g/L iken ve olusan etanol konsantrasyonu ise 40.95+1.07 g/L olmustur. Ikinci
denemeden elde edilen bu degerlerin birinci denemeden elde edilen degerlere (6.08 g/L
biyokitle miktar1 ve 20.96 g/L. etanol konsantrasyonu) goére daha yiiksek oldugu
goriilmektedir.

Elde edilen bulgular ortamda bulunan sakkaroz molekiilii fermentasyon dncesinde
inversiyona ugratildiginda mayanin bdyle bir faaliyet uygulamak durumunda kalmadig:
dolayisiyla hem kendi biyokitlesini hem de etanol miktarini invertaz kullanilmayan
denemeye gore daha ¢ok artirabildigini gostermistir. Nitekim ikinci deneme ile birinci
denemeye gore iki kat daha fazla konsantrasyonda etanol iiretilmistir.

Takeshige ve Ouchi (1995) mayanin gelisecegi besiyerinde gii¢siiz bir invertaz
aktivitesi olmasinin fermentasyon ig¢in yeterli diizeyde hidrolizat olusumunun
saglanamamasina yol acacagini bu nedenle de besiyerine disaridan invertaz enzimi ilave
edilmesi gerektigini bildirmiglerdir. Ciinkii maya ortamda serbest halde bulunan
monosakkaritler belli bir konsantrasyona ulasana kadar ortamda bulunan sakkarozu
inversiyona ugratmamakta yani seci¢i olarak Once monosakkaritleri (bunlardan da
ozellikle glukozu) hizli bir sekilde tiiketmekte daha sonra sakkaroz molekiiliinii
inversiyona ugratmaktadir (Lima-Costa vd 2012).
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Sekil 4.11. ikinci denemenin etanol fermentasyonu asamasindaki biyokitle ve etanol
miktarlarindaki degisim

4.2.2.2. Ikinci denemenin farkh asamalarindan alinan érneklerin seker ve D-pinitol
konsantrasyonlarindaki degisim

Ikinci denemenin farkli asamalarindan alinan orneklerde seker ve D-pinitol
analizleri yapilmis ve uygulanan islemlerin kegiboynuzu ekstraktinda bulunan bu
bilesikler tiizerine etkisi incelenmistir (Sekil 4.12). Elde edilen bulgulara gore;
ekstraksiyon islemi ile ke¢iboynuzu meyvesinden ekstrakta 55.26+0.08 g/L diizeyinde
sakkaroz gecisi oldugu daha sonraki enzim uygulamasi ve durultma agamasinda
uygulanan invertaz enzimi ile de bu molekiiliin tamaminin glukoz + fruktoz formuna
doniistiigii gortilmiistiir. Dolayisiyla baslangi¢c konsantrasyonlarina gore (IE 6rnegindeki
Glukoz: 11.26+0.19 g/L ve Fruktoz: 15.33+2.86 g/L) bu bilesiklerin konsantrasyonunda
inversiyonun etkisiyle énemli bir artis (ID 6rnegindeki Glukoz: 37.92+0.58 g/L ve
Fruktoz: 34.86+0.73 g/L) meydana gelmistir. Etanol fermentasyonu agamasinda ise bu
bilesiklerin tamami mikroorganizma tarafindan metabolize edilmistir.

Ikinci denemenin farkli asamalarindan alman Srneklerde D-pinitol bilesiginin
konsantrasyonunda meydana gelen degisim de gozlenmistir. Elde edilen bulgulara gore;
baglangicta elde edilen keciboynuzu ekstrakti (IE) 8.11+£0.03 g/L diizeyinde D-pinitol
icerirken bu oran fermentasyondan elde edilen o6rnek evapore edildiginde (IFE)
10.91+0.23 g/L diizeyine yiikselmistir. Ekstraktlarin suda ¢oziiniir kuru madde degerleri
g6z Onilinde bulunduruldugunda ise (IE: 11.38 °Bx ve IFE: 6.08 °Bx) baslangic
konsantrasyonuna gore ikinci denemede uygulanan biitiin islemlerin etkisiyle
kegiboynuzu ekstraktinda bulunan D-pinitoliin yaklagik 2.5 kat konsantre hale geldigi
gorilmiistiir.

Elde edilen bulgular her iki denemenin de keciboynuzu ekstraktindan ytiksek
saflikta D-pinitol elde edilmesine olanak saglayamadigini, uygulanan tiim islemlerin
etkisiyle her iki denemede de bu bilesigin konsantrasyonunda belirli bir diizeyde artis
saglanabildigi goriilmiistiir. Bu tez ¢aligmasimin esas amact 0zellikle bu fonksiyonel
bilesigin keciboynuzu ekstraktinda yiiksek oranda zenginlestirilmesi oldugu igin
aragtirmada basariya ulasilacag: diisiiniilen denemelerinin yetersiz olduguna, bu nedenle
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de yeni bir deneme yapilmasi gerektigine karar verilmistir. Bu amagla iigiincii bir deneme
tasarlanmustir.
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Sekil 4.12. ikinci denemenin farkli asamalarindaki seker ve D-pinitol degisimleri (IE:
Invertaz uygulanan-ekstraksiyon sonrasi, ID: Invertaz uygulanan-durultma
sonrast, IU: Invertaz uygulanan-Ultrafiltrasyon uygulamasi, IF: Invertaz
uygulanan-Fermentasyon sonrasi, IFE: Invertaz uygulanan-Evaporasyon
sonrasi)

4.2.3. Baslangic ekstraktinin ve denemelerin son asamalarindan elde edilen
ekstraktlarin bazi tanmimlayici degerlerinin kiyaslanmasi

Tez calismasinda tanimlandig ilizere keciboynuzu ekstratinda ve her iki
denemenin son agamasindan elde edilen ekstraktlarda pH, titrasyon asitligi (TA), suda
¢Oziiniir kuru madde (SCKM), toplam kuru madde (TKM) ve kiil analizleri yapilmis olup
elde edilen bulgular Cizelge 4.6’da gosterilmistir. Calismanin ekstraksiyon asamasinda
80 °C sicaklik, 1:4 meyve:su oran1 ve 2 saat ekstraksiyon siiresi parametreleri kullanilmis
(Turhan vd 2010b) ve Cizelge 4.6’da gosterilen tanimlayict degerlere sahip bir
keciboynuzu ekstrati elde edilmistir. Buna gore belirtilen kosullarda yapilan ekstraksiyon
isleminden elde edilen ekstraktta % 11.03 diizeyinde SCKM bulundugu goriilmektedir.
Karkacier ve Artik (1995) da kegiboynuzu meyvesini farkli ekstraksiyon kosullarinda
kullanarak elde ettikleri ekstraktlarin kimyasal 6zelliklerini incelemislerdir. Karkacier ve
Artik (1995)’nin 85 °C ve 1:4 meyve:su oraninda gergeklestirdikleri ekstraksiyon
denemesinden elde ettikleri kegiboynuzu ekstraktinin da % 12.7 diizeyinde SCKM
icerdigi bildirilmistir. Buna gore benzer kosullarda uygulanan ekstraksiyon islemiyle
meyveden ekstrakta birbirine yakin diizeyde suda ¢oziinlir kuru madde degeri gegisi
oldugu goriilmektedir.

Baslangicta elde edilen kegiboynuzu ekstrakti ile kiyaslandiginda her iki
denemenin 6zellikle SCKM ve TKM degerlerinin baslangi¢ ekstraktina gore oldukg¢a
diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durumun etanol asamasinda ekstraktlarda bulunan
sekerlerin maya tarafindan substrat olarak kullanilmasindan kaynaklandig:
distinilmiistiir.
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Cizelge 4.6. Kegiboynuzu ekstraktinin baglangi¢ 6rneginde ve denemelerin son
asamalarindan elde edilen 6rneklerde yapilan bazi tanimlayici degerlerin

bulgulari**
Ornek pH TA (%)* SCKM (%) TKM (%) Kiil (%)
Baslangic 4.86°£0.01  0.18°+0.01  11.032+£0.68 11.952£0.25 0.9962+£0.00
FE 5.642£0.07 0.07°+0.01  5.50°+0.00  5.35P+0.02  0.987°+0.00
IFE 4.98°£0.08 0.552£0.03  6.08°+0.28  5.71°+0.24  0.9922+0.00

*: Susuz sitrik asit cinsinden, **: Ayni siitun i¢inde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark
onemlidir (P<0.05).

Orneklerde en diisiik asitlik degeri birinci denemeden elde edilen ekstraktta (FE)
bulunmustur. Bu durumun da birinci denemede keg¢iboynuzu ekstraktinin bazik 6zellikli
CaO ile muamele edilmesinden kaynaklandigi diisiintilmiistiir. Denemelerden elde edilen
ekstraklarin kiil icerikleri kiyaslandiginda ise; birinci denemeden elde edilen ekstraktin
(FE) baslangi¢ ekstraktina ve ikinci denemeden elde edilen ekstrakta (IFE) gore daha
diisiik kiil igerigine sahip oldugu goriilmiistiir.

4.2.4. Arastirma haricinde tasarlanan iiciincii deneme

Tez  c¢aligmasinda  keciboynuzu  ekstraktinda  bulunan  D-pinitoliin
zenginlestirilmesine yonelik iki farkli deneme tasarlanip uygulanmistir. Ancak denemeler
sonunda kegiboynuzu ekstraktinin baslangi¢ D-pinitol igcerigi son ekstraktlarda sadece 2-
2.5 kat kadar konsantre hale getirilebildigi i¢in bu denemelerin haricinde {iglincii bir
denemenin tasarlanmasina ihtiya¢ duyulmustur. Bu amagcla iigiincii denemede daha
onceki denemelerde kullanilan islemlerin bir kisminin hi¢ kullanilmamasina, bir kisminin
da tekrar diizenlenerek kullanilmasina veya zenginlestirme agamalarindaki yerinin
degistirilmesine karar verilmistir. Ayrica her islem i¢in optimize edilen parametrelerin de
D-pinitoliin konsantrasyon artisinda 6nemli bir etkisi olmadig1 elde edilen bulgulardan
anlagilmaktadir. Bu nedenle {i¢iincii denemede secilen islemlerde herhangi bir parametre
optimizasyonu yapilmamaistir.

Onceki  denemelerde  kullanilan  iglemler incelendiginde, — D-pinitol
konsantrasyonundaki artisin etanol fermentasyonu asamasindan itibaren basladig
goriilmiistir (Sekil 4.10 ve 4.12). Bu artisin keciboynuzu ekstraktinda bulunan D-
pinitoliin glikozit, fosfolipit gibi bagli formlarinin S. cerevisiae mayasi tarafindan serbest
formda D-pinitole doniistiiriilmesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Nitekim Shin vd (2003) soya fasulyesi fraksiyonlarindan D-pinitol ve tiirevlerinin
saflastirilmasia yonelik gerceklestirdikleri ¢alismada farkli mikroorganizmalarin bu
sekilde D-pinitoliin tlirevlerini serbest forma gecirdiklerini dolayisiyla son iirliniin D-
pinitol konsantrasyonunda bir miktar da olsa artis meydana geldigini ifade etmislerdir.
Shin vd (2003) mikroorganizma faaliyeti sonucu D-pinitol konsantrasyonunda baslangi¢
icerigine gore 1.5-2.5 kat oraninda artis oldugunu bildirmislerdir. Bu sonug da bu tez
caligmasinda D-pinitol konsantrasyonundaki artisin fermentasyon asamasindan itibaren
bagsladigini vurgular niteliktedir.
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Ayrica lglincii  denemenin tasarlanmasinda ke¢iboynuzu  ekstraktinda
bulunabilecek proteinler, polifenoller gibi kolloidal maddelerin konsantrasyonunu
azaltmak icin uygulanan sicak durultma asamasi bu asamada kullanilan ¢6zeltilerin
(bentonit, jelatin ve kizelzol) ayr1 bir safsizlik unsuru olma olasiligindan dolay1
denemeden tamamen cikartilmistir. Ugiincii denemeye, dnceki denemelerden elde edilen
tecriibeler 15181inda kademeli ultrafiltrasyon ve aktif etil alkol ile solvent ekstraksiyonu
islemleri dahil edilerek yeni bir is akis semasi olusturulmustur. Is akis semas1 ve
asamalardan alinan 6rneklerin kodlar1 Sekil 4.13’te goriilmektedir.

Bu denemede ekstraksiyon, enzim uygulama ve etanol fermentasyonu asamalari
icin birinci ve ikinci denemede uygulanan parametreler aynen tekrar edilmistir (Bkz.
3.2.2.1. Ekstraksyon, 3.2.2.2. Enzim uygulama ve 3.2.2.7. Etanol fermentasyonu).

Etanol fermentasyonundan elde edilen fermente ekstrakt maya hiicrelerini
ayirabilmek i¢in santrifiij edilmis, santrifiijleme sonrasi elde edilen berrak kisimlarda
fermentasyonda olusan etanoliin ayristirilmasi i¢in evapore edilmistir (Bkz. 3.2.2.8.
Evaporasyon).

Etanolii ayristirilan keciboynuzu ekstrati daha sonra kademeli ultrafiltrasyon
islemine tabi tutulmustur. Yani ilk olarak 30 kDa’luk membran filtre kullanimiyla elde
edilen filtrat yani permeat kismi1 daha sonra 5 kDa’luk membran filtre kullanimiyla tekrar
filtre edilmis ve elde edilen permeat kismiyla zenginlestirme islemlerine devam
edilmistir. Bu asamadan sonra solvent ekstraksiyonu isleminden once ekstraktin bir
miktar konsantre hale getirilmesi istendigi i¢in doner buharlastirict kullanilarak SCKM
degeri 8.6 °Bx’ten 50 °Bx’e yiikseltilmistir.

Solvent ekstraksiyonu (EtOH ile muamele) asamasinda D-pinitoliin
zenginlestirilmesi/saflastirilmas1 amaciyla gergeklestirilen caligmalarda yaygin olarak
kullanilan etanol solventinden yararlanildigi ve genellikle bu calismalarda solvent
ekstraksiyonunun kademeli olarak yapildigi goriilmistiir (Streeter 2001; Shin vd 2003).
Ancak bu caligmada solvent ekstraksiyonu kullaniminin amaci D-pinitoliin
zenginlestirilmesi iizerine bu islemin etkisini belirlemek oldugu icin etanol solventi
seyreltilmeden (% 96’lik ¢ozeltisi halinde) kegiboynuzu ekstraktina ilave edilmistir.
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Sekil 4.13. Ugiincii deneme icin tasarlanan is akis semasi

Solvent ekstraksiyonu iglemi i¢in Shin vd (2003)’nin D-pinitol ve tiirevlerini
yiiksek saflikta soya fraksiyonlarindan elde etmek icin gergeklestirdikleri patent ¢alismasi
referans alinmis ve biraz modifiye edilerek uygulanmistir. Buna gore; 5 kDa’luk
ultrafiltasyon membrani ile filtre edilen 6rnek 50 °Bx diizeyine kadar konsantre edildikten
sonra hacminin {i¢ kati olacak sekilde etanol ¢ozeltisi (% 96’lik) ile karistirilmastir.
Vortex ile homojen hale getirilen ekstrakt daha sonra 3000 d/dak’da 5 dakika santrifiij
edilmis ve bu islemden elde edilen berrak kistm dondurarak kurutucuya verilmek iizere
bir miktar sulandirilmistir.

SCKM degeri 22 °Bx’e getirilen ekstrakt daha sonra dondurarak kurutucuya
(Labconco FreeZone 2.5 Freeze Dryer, Missouri, USA) verilerek — 85 °’de vakum altinda
48 saat boyunca kurutulmus ve boylece ekstrakttaki serbest suyun tamaminin uzaklagsmasi
saglanmistir. Bu islem uygulanan islemlerle zenginlestirildigi diisliniilen D-pinitoliin
gercek konsantrasyonunu hesaplayabilmek i¢in uygulanmistir (Sekil 4.14).

Ucgiincii denemenin etkinligini belirleyebilmek igin temel islem basamaklarindan

alinan oOrneklerde D-pinitol ve seker analizleri yapilarak bu bilesiklerin
konsantrasyonunda meydana gelen degisim gozlenmistir. Buna gore; liclincii denemenin
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ilk asamasi olan ekstraksiyon isleminden elde edilen ke¢iboynuzu ekstraktinin (Kontrol)
59.52 g/L diizeyinde sakkaroz, 12.10 g/L diizeyinde glukoz ve 12.48 g/L. diizeyinde
fruktoz igerdigi goriilmektedir.

Sekil 4.14. Dondurarak kurutucudan elde edilen kegiboynuzu ekstrakti (Liyo)

Etanol fermentasyonu oOncesinde enzim uygulama (pektolitik ve invertaz)
islemine tabi tutulan ekstraktta bulunan sakkarozun tamaminin bu islem asamasindan
sonra glukoz + fruktoz formuna doniistiigli ve bu nedenle de sonraki asamalarda tespit
edilemedigi Sekil 4.15’te goriilmektedir. inversiyonun etkisi ile de glukoz ve fruktoz
sekerlerinin konsantrasyonlarinda baslangigtaki degerlerine gore yaklagik dort katlik bir
artts meydana gelmistir. Nitekim ekstraksiyon asamasindan elde edilen keg¢iboynuzu
ekstraktt 12.10 g/L diizeyinde glukoz ve 12.48 g/L diizeyinde fruktoz igerirken,
inversiyon isleminin etkisiyle bu degerlerin sirasiyla 46.18 g/L. ve 40.24 g/L’ye
yiikseldigi goriilmistiir. Glukoz ve fruktoz monosakkaritleri de etanol fermentasyonu (F)
esnasinda maya tarafindan metabolize edilerek ortamdan uzaklastirilmistir (Sekil 4.15).

Uciincii  denemenin farkli asamalarindan alinan  orneklerin ~ D-pinitol
konsantrasyonlarindaki degisim de incelenmistir. Buna gore; baslangigc D-pinitol
konsantrasyonu 12.15 g/L olan kegiboynuzu ekstraktinin bu igerigi kademeli
ultrafiltrasyon islemlerinden sonra 21.34 g/L’ye (UF5) yiikselmistir. Her iki asamanin
SCKM degerleri géz 6niinde bulunduruldugunda (Kontrol: 12.9 °Bx, UF5: 8.6 °Bx) ise
enzim uygulama, fermentasyon ve ultrafiltrasyon islemleri ile D-pinitol
konsantrasyonunda yaklasik % 15°lik bir artis oldugu goriilmistiir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. Ugiincii denemenin farkli asamalarinda alinan rneklerin seker
konsantrasyonlarindaki degisim

Uciincii denemenin kegiboynuzu ekstraktinda bulunan D-pinitol bilesiginin
zenginlestirilmesi lizerine etkisini incelemek amaciyla baslangi¢ ekstrakti ile solvent
ekstraksiyonu isleminden elde edilen ekstraktlarin D-pinitol konsantrasyonlari
kiyaslanmistir. Buna gore; lgiincli denemede D-pinitoliin zenginlestirilmesi igin
uygulanan islemlerin etkisiyle (Kontrol: 12.15 g/L ve EtOH: 75.84 g/L) ve SCKM
(Kontrol: 12.9 °Bx ve EtOH: 22 °Bx) D-pinitol konsantrasyonunda baslangi¢ seviyesine
gore yaklasik olarak 3.5 katlik artis meydana geldigi goriilmektedir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Ugiincii denemenin farkli asamalarindan alinan drneklerin D-pinitol
konsantrasyonundaki degisim

Zenginlestirme amaciyla uygulanan son islem olan solvent ekstraksiyonundan
elde edilen ekstraktta bulunan D-pinitol konsantrasyonunda baglangic ekstraktina gore
meydana gelen artis1 tam olarak ifade etmek i¢in son islemden elde edilen ekstrakt
dondurarak kurutulmustur. Ayrica tiim denemelerde SCKM degerleri {izerinden yapilan
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kiyaslamalar konsantrasyon artisi lizerine yaklasik olarak bir fikir elde edilebilmesi i¢in
kullanilmis olup bu artis1 agiklamak igin toplam kuru madde degeri tizerinden hesap
yapilmasinin daha dogru olacagi diistiniilmiistiir. Dolayisiyla birinci ve ikinci deneme ile
kiyaslandiginda baslangi¢ D-pinitol konsantrasyonuna gore daha yiiksek bir artig goriilen
ticlinci denemede kontrol 6rnegi ile dondurularak kurutulan o6rnegin D-pinitol
konsantrasyonlar: toplam kuru madde degerleri dikkate alinarak tekrar kiyaslanmustir.
Ayrica her iki 6rnegin toplam asitlik ve kiil degerleri de belirlenmistir.

Elde edilen bulgulara gore (Cizelge 4.7), TKM ve D-pinitol konsantrasyonlari
birlikte degerlendirildiginde liyofilizasyon isleminden elde edilen ekstraktin herhangi bir
islem gormemis baslangi¢ ekstraktina gore yaklasik % 350 oraninda daha fazla miktarda
D-pinitol icerdigi goriilmiistiir. Bu sonu¢ da Onceki kiyaslamada SCKM verilerinin
dikkate alinmasiyla elde edilen artig oraniyla aynidir.

Cizelge 4.7. Ugiincii denemeden elde edilen baslangig ve son ekstraktlara ait bazi
kimyasal degerler

D-pinitol (g/L) TKM % T.A* % Toplam Kiil %
Kontrol 12.15°+0.15 12.95°+0.03 0.24°+0.00 1.082+0.11
Liyo 315.18%+3.82 97.56+0.78 2.10%0.06 0.952+0.00

Aynu siitun icerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (P<0.05),
*: Susuz sitrik asit cinsinden

Dolayisiyla ekstraktlarin D-pinitol konsantrasyonlarinin kiyaslanmasinda SCKM
veya TKM verilerinin kullanilmasinin herhangi bir farkliliga yol agmadig1 goriilmiistiir.
Toplam kiil a¢isindan her iki ekstrakt arasinda herhangi bir farklilik olmamasi (P>0.05),
uygulanan islemlerin mineral madde miktarin1 azaltici yonde bir etkileri olmadigini
gOstermistir. Ayrica {iciincli denemenin son asamasindan elde edilen ekstraktin (Liyo)
yiiksek asitlik igerigine sahip olmasinin da etanol fermentasyonu asamasinda mayanin
sekerleri fermente etmesiyle aciga ¢ikan organik asitlerden kaynaklandig diistintilmiistiir.

Uciincii denemede tez calismasi kapsaminda uygulanan birinci ve ikinci
denemelerle kiyaslandiginda D-pinitoliin daha yiiksek oranda elde edilebilmesinin etanol
fermentasyonu oncesinde D-pinitoliin zenginlestirilmesine ¢ok fazla katkis1 olmayan
sicak durultma, ultrafiltrasyon gibi asamalarin ¢ikarilmis olmasindan kaynaklanabilecegi
diigiiniilmiistiir. Ayrica etanol ile yapilan solvent ekstraksiyonu da D-pinitol haricindeki
safsizliklarin ayristirilmasina katki saglamistir.

4.2.5. Diisiik gozenek capma sahip membran filtrelerle yapilan membran
filtrasyonun D-pinitoliin zenginlestirilmesine etKkisi

Bu tez caligmasmin esas hedefi D-pinitoliin saflagtirilmasinda yaygin olarak
kullanilan pahali solvent ekstraksiyonu, kromatografik ayirma gibi tekniklere alternatif
olusturabilecek bir zenginlestirme isleminin tanimlanmasi olmustur. Bu amagla da tez
calismasi gerceklestirilmeden Once Ozellikle membran separasyonunun ekstraktta
bulunan D-pinitoliin zenginlestirilmesine katki saglayacagi diisliniilmiistiir. Ancak
yapilan her li¢ denemede de ultrafiltrasyon isleminin belirtilen membran ayirma
sinirlarinda kullaniminin beklenen farkliligr saglamadigi gortilmiistiir (Bkz. Sekil 4.10,
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4.12 ve 4.15). Dolayisiyla D-pinitoliin zenginlestirilmesinde membran separasyon teknigi
uygulanacaksa bunun ultrafiltrasyondan ziyade nanofiltrasyon ile yapilmasinin diisiik
molekiil agirlikli bir karbonhidrat olan D-pinitoliin saflastirilmasina katki saglayacagi
distintilmistir.

Bu sebeple proje ekibi ayn1 sistemde kullanilan 2 kDa membran gézenek capina
sahip bir membran temin ederek tigiincii denemeden en son elde edilen 6rnegi (Liyo) belli
bir oranda sulandirmis ve bu membrandan gecirmistir. Bulgular1 anlamlandirabilmek igin
iiclincii denemenin kademeli ultrafiltrasyon asamalarindan olan 5 kDa’luk membranin
kullanilmasiyla elde edilen ekstraktin permeat ve retentat kisimlarinin degerleri bu

denemeden elde edilen permeat ve retentat kisimlarinin degerleriyle kiyaslanmistir (Sekil
4.17).
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Sekil 4.17. Farkli gdzenek ¢apina sahip membran filtrelerden gecirilen keg¢iboynuzu
ekstraktinin D-pinitol konsantrasyonu

Elde edilen bulgulara gore; 5 kDa’luk membran filtre kullanildiginda filtre
edildiginde permeat (21.69 g/L) ve retentat (22.35 g/L) kisimlarinin neredeyse ayni
konsantrasyonda D-pinitol igerdigi ancak membran filtrasyon islemi 2 kDa’luk membran
filtre ile gerceklestirildiginde ise permeat (5.79 g/L) ve retentat (17.69 g/L) kisimlarinda
onemli derecede bir konsantrasyon farki oldugu ve ekstraktta bulunan D-pinitoliin biiyiik
bir kisminin membrandan gecemeyerek retentat kisminda kaldigi goriilmiistiir.
Dolayisiyla tez kapsaminda 5 kDa’dan daha diisiik gozenek c¢apina sahip membran
filtreler kullanilmamissa da membran filtrasyon asamasinda filtreden gegirilen ekstratin
belli bir kisminda D-pinitoliin daha fazla konsantre hale getirilebilmesi i¢in daha diistik
gozenek capina sahip filtrelerin kullanilmas1 gerektigi goriilmiistiir.

Literatiirde yer alan bilgiler incelendiginde basarili bulunan yontemlerde

genellikle iyon degistirici re¢ine kullanimi, aktif komiir kromatografisi, solvent
ekstraksiyonu gibi pahali tekniklerin kombine edilmesiyle yiiksek saflikta D-pinitol elde
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etmenin miimkiin oldugu goriilmektedir (Streeter 2001; Shin vd 2003; Camero ve Merino
2004). Ayrica yiiksek saflikta D-pinitol ticaretini yapan firmalarin da buna D-pinitoliin
saflagtirilmasinda bu tekniklere benzer teknikler kullandiklar1 bilinmektedir (Anonymous
2014d, 2014b). Bu tez ¢alismasinda D-pinitol igerigi bakimindan zengin olan
keciboynuzu meyvesinden elde edilecek ekstrakta farkli teknikler uygulanarak icindeki
bu fonksiyonel bilesigin zenginlestirilmesi hedeflenmistir. Uygulanan teknikler
kapsaminda D-pinitol konsantrasyonunda yaklasik olarak 2-3.5 kat araliginda bir artisa
ulagilabilmistir.
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5. SONUCLAR

Bu projede keciboynuzu meyvesinde bulunan D-pinitol adli fonksiyonel seker
alkoliiniin elde edilmesi lizerine ekstraksiyon, sicak durultma, ultrafiltrasyon, CaO
uygulama, etanol fermentasyonu, kristalizasyon ve etanolik solvent ekstraksiyonu
tekniklerinin etkisi arastirilmistir. Bu amagla tez kapsaminda tanimlanan iki farkl
deneme uygulanmistir. Denemelerin tamaminda uygulanan islemlerin etkinligini
degerlendirmede D-pinitol ve baskin sekerler (sakkaroz, glukoz ve fruktoz) indikator
olarak kullanilmistir. Denemelerde sekerlerin de indikatér olarak kullanilmak
istenmesinin  sebebi D-pinitoliin saflagtirmasinda materyal olarak keg¢iboynuzu
kullanildiginda bu meyvenin zengin seker ig¢eriginin bu durumu inhibe edici bir etki
gostermesidir. Dolayisiyla uygulanan her islemle bu zengin seker igeriginin
azaltilmasi/ortadan kaldirilmasi hedeflenmistir.

Denemelerin uygulamasina geg¢ilmeden oOnce denemelerde yer alan temel
asamalar olan enzim uygulama, sicak durultma, CaO uygulama, ultrafiltrasyon ve etanol
fermentasyonu asamalarinda uygulanacak parametreler 6n denemeler yapilarak
belirlenmistir. Enzim uygulama asamasinda pektik maddelere ve sakkaroza etki edecek
enzim miktarlar1 6n denemelerle belirlenmistir. Buna gore farkli etkiye sahip pektolitik
enzim preparatlarinin (Pectinex Ultra Clear ve Pectinex Smash XXL) her birinden
50 uL/L diizeyinde kullanilmasinin istenen enzimatik aktiviteye ulasilabilmesi igin
yeterli olacagi; ekstraktta bulunan sakkarozun tamaminin inversiyona ugratilabilmesi igin
ise ekstrakta % 1’1 oraninda invertaz enzimi eklenmesinin yeterli olacag goriilmiistiir. Bu
miktardaki enzimin inversiyon aktivitesi igin gerekli olan siire ise 2 saat olara
belirlenmistir.

Enzim uygulamasindan sonra ekstraktin berraklastirilmast i¢in gerekli diger
asama olan sicak durultma isleminin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Yapilan 6n
deneme sonuglarina gore bentonit (% 5), jelatin (% 5) ve kizelzol (% 1.5) ¢6zeltilerinin
optimal dozlar1 swrasiyla 6 g/L, 3 g/L ve 4.5 mL/L olarak bulunmustur. Bu
kombinasyonlarla durultulan kegiboynuzu ekstraktinin yeterli diizeyde berrak oldugu
goriilmiistiir. Dolayisiyla berraklastirma iglemiyle ekstraktta D-pinitol haricinde bulunan
safsizliklarin bir kisminin uzaklastirildig diistiintilmiistiir.

Ke¢iboynuzu meyvesinde bulunan D-pinitoliin ekstraksiyonunu artirmak
amaciyla uygulanan bir diger teknik ise ultrafiltrasyon olmustur. Bu teknikte farkli
membran ayirma sinirlari, besleme sicakligi ve pH degerleri Cevap Yiizey Metodu ile
optimize edilerek keciboynuzunda bulunan D-pinitol ve baskin sekerlerin ekstraktta
kalma oranlar1 degistirilmeye ¢alisilmistir. Optimizasyon ¢aligsmalari sonunda elde edilen
en uygun kombinasyon 10 kDa membran ayirma sinir1, 3.89 besleme pH degeri ve 6.7 °C
besleme sicakligi olarak bulunmustur.

On denemelerle parametreleri optimize edilmeye ¢alisan diger bir islem basamag:
da CaO uygulama olmustur. Bu asamada da ekstrakta ilave edilecek CaO miktari,
ekstraktin bu kimyasal ile temas siiresi ve sogutma ve 1sitma asamalarinda beklenilmesi
gereken siire parametreleri optimize edilmistir. Buna gore; ke¢iboynuzu ekstraktina % 2
oraninda CaO ilave edilmesi ve bu kimyasal ile ekstraktin karigtirilma siiresinin 15 dakika
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olmasi, bu silireden sonra uygulanacak olan sogutma ve 1sitma asamalarinda da 15’er
dakika beklenilmesi yeterlidir.

Tez kapsaminda 6n denemeler yapilan bir diger agama ise etanol fermentasyonu
olmustur. Bu asamada Saccharomyces cerevisiae mayasinin inokiilasyon miktari,
optimum inkiibasyon sicakligi ve inkiibasyon esnasinda reaktoriin karistirilma hizi
lizerine 6n deneme yapilmazken mayanin sadece ekstrakttaki sekerleri metabolize etmesi
ancak D-pinitolii karbon kaynagi olarak kullanmasini engellemek amaciyla fermentasyon
stiresi i¢in On denemeler yapilmistir. Elde edilen bulgulardan fermentasyonun yaklasik
olarak 30-32 saatlik bir siire sonunda bitirilmesinin istenen amag i¢in uygun oldugu
gorilmiistiir.

Her ne kadar birinci denemenin uygulanmasindaki esas amag¢ D-pinitoliin
zenginlestirilmesi olsa da keciboynuzu ekstraktinin zengin sakkaroz iceriginin de kristal
formda elde edilip edilemeyecegi bu denemeye ilave edilen CaO uygulama ve
kristalizasyon asamalar1 ile degerlendirilmistir. Bu amagla enzim uygulanan ve sicak
durultma islemine tabi tutulan berrak ke¢iboynuzu ekstrakti ultrafiltre edildikten sonra
CaO0 ile muamele edilmistir. Daha sonra doner buharlastiricida sogutulup konsantre hale
getirilen kegiboynuzu ekstraktinda kristal yap1 olusup olusmadigi gézlenmistir. Ancak bu
amagcla kullanilan tekniklerle herhangi bir kristal yap1 gézlemlenemedigi igin ekstraktta
bulunan ve sakkarozun kristallesip ayrigmasini engelleyen safsizliklarin ekstrakttan
yeterince uzaklastiritlamadig1 kanaatine varilmistir. Kegiboynuzu ekstraktinda sekerlerin
kristalizasyon yoluyla ayrilmas iizerine kapsamli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.
Bu agsamadan sonra ekstrakt etanol fermentasyonuna tabi tutularak igerigindeki sekerlerin
ve mayanin metabolize edebilecegi diger olasi karbon kaynaklarmin (D-pinitol
haricindeki) maya tarafindan kullanilmasi saglanmistir. Etanol fermentasyon ayni
zamanda ekstratta bulunan D-pinitol tiirevlerini serbest D-pinitol formuna doniistiirmek
icin de kullanilmistir. Nitekim S. cerevisiae mayasinin da bdyle bir 6zellige sahip oldugu
yapilan literatiir arastirmalarinda goriilmistiir.

Fermente edilen ekstrakt evapore edilerek igerigindeki etanoliin ayristirilmasi
saglanmistir. Elde edilen son {iriiniin D-pinitol igerigi kontrol 6rneginin D-pinitol igerigi
ile kiyaslanmistir. Buna gore uygulanan biitiin bu islemler sonucunda keg¢iboynuzu
ekstraktinda bulunan D-pinitoliin (Ekstraksiyon sonrasi: 7.31 g/L, 10.20 °Bx;
Fermentasyon sonrasi uygulanan evaporasyon sonrast: 8.81 g/L, 5.5 °Bx) iki kat
konsantre hale getirilebildigi gortilmiistiir.

Tez ¢alismasinda tasarlanan ikinci denemede ise birinci denemeden farkli olarak
enzim uygulama asamasinda pektolitik enzim aktivitesinin yani sira invertaz enzimi
aktivitesinden de yararlanilarak kegiboynuzu ekstraktinda bulunan sakkarozun tamami
inversiyona ugratilmistir. Bunun haricinde birinci denemeden farkli olarak CaO
uygulamasi ve kristalizasyon agsamalar1 bu denemeden tamamen ¢ikarilmigtir. Durultulan
ekstrakt ayni sekilde etanol fermentasyonu ve evaporasyon islemlerine tabi tutulup analiz
edilmistir. Elde edilen son {iriiniin D-pinitol igerigi birinci denemede oldugu gibi yine
kontrol igeriginin D-pinitol icerigi ile kiyaslanmistir. Buna gore uygulanan tiim islemler
sonucunda kegiboynuzu ekstraktinda bulunan D-pinitoliin (Ekstraksiyon sonrasi: 8.11
g/L, 11.38 °Bx; Fermentasyon sonrasi uygulanan evaporasyon sonrast: 10.91 g/L, 6.08
°Bx) 2.5 kat konsantre hale getirilebildigi goriilmiistiir. Her iki denemeden elde edilen
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bulgular birbirleriyle kiyaslandiginda ise islem basamaklarinda invertaz enzimi
kullanilmasiin son {irlinde bulunan D-pinitol igeriginin biraz daha konsantre hale
getirilmesinde etkili oldugu sonucuna ulagilmistir.

Tez kapsaminda yapilan islemler sonucunda hedef bilesik olan D-pinitoliin
ekstraksiyonunda baglangi¢ ekstraktina gore sadece 2-2.5 katlik bir konsantrasyon artisi
meydana gelmis olmasi yeni bir deneme daha yapilmasi ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir. Bu
amagla tasarlanan i¢lincii denemede ilk iki denemede kullanilan ancak amaca ulasilmada
etkisiz oldugu diisiiniilen bazi islemler ¢ikarilmis veya bu islemlerin zenginlestirme
asamalarindaki yeri degistirilmistir. Ayrica bu denemede kademeli ultrafiltrasyon ve
etanolik solvent ekstraksiyonu da uygulanmis ve bu islemlerin de etkisi incelenmistir.
Uciincii  denemede uygulanan islemlerde onceki asamalarda optimize edilen
parametrelerin de kullanilmamasina karar verilmistir. Bu asamalardan sadece bazilari
optimize edildikleri parametreler kullanilarak uygulanmaistir.

Ucgiincii denemede sicak durultma asamasi hi¢ uygulanmazken pektik maddelerde
degredasyon meydana getirme ve sakkarozun inversiyona ugratilmasi i¢in enzim
uygulamasi asamasi aynen tekrar edilmistir. Daha sonra etanol fermentasyonuna tabi
tutulan ekstrakt bu islemden sonra icerdigi etanoliin ekstrakttan ayristirilmasi i¢cin evapore
edilmigtir. Bu asamadan sonra da kademeli ultrafiltrasyon islemi uygulanmis (6nce 30
kDa’luk membran, sonra da 5 kDa’luk membran kullanilmistir) ve en son elde edilen
ekstrakt da doner buharlastiricida belli bir diizeye kadar konsantre edilip etanolik solvent
ekstraksiyonuna tabi tutulmustur. Ugiincii denemenin etkinligini belirleyebilmek igin son
irin dondurarak kurutucuda kurutulmustur. Elde edilen bulgulara gore arastirma
haricinde tasarlanan bu deneme ile de kegiboynuzu ekstraktinda bulunan D-pinitoliin
(Ekstraksiyon sonrast: 12.15 g/L, % 12.95 TKM; Liyofilizasyon sonrasi: 315.18 g/L, %
97.56 TKM) baslangi¢ seviyesine gore 3.5 kat daha fazla konsantre hale getirilebildigi
gorilmiistiir.

Tez dahilinde ve haricinde yapilan tiim denemeler karsilastirildiginda
keciboynuzu ekstraktinda bulunan D-pinitoliin zenginlestirilmesi i¢in en etkili olan
asamanin etanol fermentasyonu oldugu, fermentasyon Oncesi invertaz enzimi
uygulanmasinin bu asamanin etkinligini artirdigr sonucuna varilmistir. Ayrica etanolik
solvent ekstraksiyonunun da ekstraktta D-pinitol haricinde bulunan diger safsizliklarin
ayristiritlmasinda oldukga etkili oldugu da goriilmiistiir. Bu denemelerin haricinde esasen
membran filtrasyon tekniginin D-pinitoliin yiiksek oranda zenginlestirilmesine dnemli
Olciide katki saglayacagina inanildigi i¢in tez kapsaminda yer almayan baska bir deneme
daha tasarlanip uygulanan en kii¢iik membran ayirma siirt olan 5 kDa’un altinda bir
membran ayirma sinir1 olan 2 kDa da denenmistir. Elde edilen sonuglar ise membran
filtrasyon sisteminin bu tezde amaglanan hedefe ulasilmasinda etkili bir sekilde
kullanilabilmesi i¢in daha kiiclik membran gézenek caplari ile denenmesi gerekliligini
ortaya koymustur. Nitekim diisiik molekiil agirlikli D-pinitol molekiili 2 kDa’luk
membran filtre kullanildiginda 6nemli 6l¢iide retentat kisminda konsantre olmustur.

Tez kapsaminda yapilan tiim denemelerin 15181inda kegiboynuzu ekstraktinda
bulunan D-pinitoliin baslangi¢ seviyesine gore 2-3.5 kat araliginda konsantre hale
getirilebildigi gorilmiistiir. Calismadan elde edilen bulgular 1s181inda kegiboynuzu
meyvesinden D-pinitol ekstraksiyonu {izerine zenginlestirilme asamalarinda o6zellikle
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nanofiltrasyon sisteminin de yer aldigi yeni islem kombinasyonlarinin tasarlanip
denenmesi gerektigi goriilmektedir.  Bu sayede patent altina alinmig pahali
zenginlestirme/saflastirma tekniklerine alternatif daha etkili bir teknigin elde edilmesi
miimkiindiir. Calismanin bu yoniiyle daha sonraki ¢aligmalara da 1s1k tutacak nitelikte
oldugu diistiniilmektedir.

D-pinitoliin  kegiboynuzu ekstraktlarinda zenginlestirilmesi {izerine etkili
olabilecek bircok uygulama bu tez ¢alismasinda optimize edilmistir. Elde edilen ara
iriinlerde ve son iriinde wulasilan D-pinitol konsantrasyonu saf D-pinitol
konsantrasyonundan ¢ok uzak gibi goriinse de, tek kademeli bir proses i¢in 6nemli
diizeydedir. Nitekim bir¢ok zenginlestirme ve saflastirma prosesi, ¢cok kademeli proses
asamalarindan elde edilen ara iirlinlerin daha 6nemli proses asamalarina geri beslenmesi
yoluyla konsantrasyon artisin1 saglayan uygulamalar1 icermektedir. Bu tez calismasinda
da, belirli ara iriinlerin kismen daha 6nceki asamalara beslenmesi durumunda D-pinitol
konsantrasyonunda ulasilan yaklasik 3.5 katlik bir artisin ¢ok iizerine ¢ikilacag
diisiiniilmektedir. Ultrafiltrasyonda elde edilen permeatin fermentasyon asamasina geri
beslenmesi ve etanol ekstraksiyonunda elde edilen zengin igerigin ultrafiltrasyon
asamasina yeni lriinle birlikte geri beslenmesi gibi uygulamalarin kuskusuz faydali
olacagi agiktir. Arastirma sonuglar1 bu yoniiyle yeni calismalarin gerekliligini de ortaya
koymaktadir.
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EKLER

7. EKLER

EK- 1. Diinyada ke¢iboynuzunun yetistigi yerlere ait sicaklik (°C) ve yagis (mm)

gostergeleri
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EK- 2. Kegiboynuzu meyve eti, gami ve surubunda HPLC-UV-ESI/MS metodu ile
tanimlanan ve miktarlar1 belirlenen fenolik bilesenler (mg/kg)

Bilesik Meyve eti Keg¢iboynuzu gam1  Surup
Gallik asit 174.1 * 1012.6
Katesin 14.8 23.8 9.0
Kafeik asit * * 2.5
Kumarik asit * * 9.9
Ferulik asit * * 14.6
Mirisetin-hekzosid 22.3 * *
Kaempferol-dihekzosid * 7.0 *
Mirisetin-desoksihekzosid 148.8 * 11.2
Kuersetin-hekzosid 24.6 4.8 *
Kuersetin-desoksihekzosid *x 44,7 0.9
Kuersetin-desoksihekzosid+su 24.0 * *
Kuersetin 4.7 * *
Kaempferol tiirevi * 1.9 *
Kaempferol-desoksihekzosid 8.6 1.2 *
Heksoz+3 gallik asit iinitesi+su  26.3 * *
Sinamik asit * 2 24.2
Toplam miktar 448.2 83.4 1084.9

KAYNAK: Papagiannopoulos vd (2004)’nin makalesinden uyarlanmigtir, *: Algilanmadi, **: Miktar1
belirlenmedi.
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EK- 3. Ke¢iboynuzundan elde edilen ham polifenolik fraksiyonun antioksidan
aktivitesinin diger polifenolik bilesenlerin antioksidan aktiviteleri 3-karoten-
linoleik asit ve DPPH sistemlerinde kiyaslanmasi

CPP 10 pg/mlL |2 T

A
cop 50 pgym1 |70 77

Katesin [Lou// /s
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—
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i
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o
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Sekil 7.1. Ke¢iboynuzundan elde edilen ham polifenolik fraksiyonu ve diger polifenolik
bilesenlerin B-karoten-linoleik asit sistemindeki antioksidan aktivitesi
(Kumazawa vd 2001)

CPP 5 pg/mlL

e

b

CPP 25 pg/mL _
Katesin G

-

e A
S

EC

E6C
Eeg
eote
calik s [0
Prosiyanidin B1 ‘

20 40 60 80 100
DPPH sexhest radikal yakalama aktivitesi (%0)

Prosiyanidin B2

o

Sekil 7.2. Kegiboynuzundan elde edilen ham polifenolik fraksiyonu ve diger polifenolik
bilesenlerin DPPH serbest radikal yakalama aktivitesi (Kumazawa vd 2001)
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EK- 4. Kakaolu siitlii ¢ikolata ve farkli oranlarda keciboynuzu tozu ile karistirilarak
hazirlanan siitlii ¢ikolatalarin duyusal 6zelliklerinin karsilastirilmasi™®
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KAYNAK: Salem ve Fahad (2012)’in makalesinden uyarlanmustir, * KT: Kegiboynuzu tozu.
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EK- 5. Ke¢iboynuzunda bulunan hakim sekerlerin ve D-pinitoliin standartlarina ait
HPLC kromatogrami (1: Sakkaroz, 2: Glukoz, 3: D-pinitol, 4: Fruktoz)

mv
23 JDetector A

2.24 E=1 o~
2.1
2.0
1.99
1.87
1.7
1.64
157
1.4
1.39
1.2

1.1

1.0

0.9

0.8
0.74
0.6
0.51
0.4

0.3

106



EKLER

Hatice Reyhan OZIYCI

EK- 6. Ultrafiltre edilen 6rneklerin Box-Behnken CYM ile elde edilen regresyon
katsayilar1 ve varyans analizi degerleri

Cizelge 7.1. Ultrafiltre edilen 6rneklerin sakkaroz icerigi i¢in tahmin edilen regresyon
katsayilar1 ve varyans analizi degerleri

Terim Katsayilar ~ SH Kat. T P

Sabit 32.5467 2.51690 12.931  0.000**
Membran (M) -0.2760 0.07071 -3.904 0.011*

pH (P) 0.8107 0.69760 1162  0.298
Sicaklik (S) 0.0933 0.05788 1612  0.168
M*M 0.0063 0.00090 7.018  0.001**
P*p 0.0147 0.05784 0.255  0.809

S*S -0.0026 0.00071 -3.700 0.014*
M*P -0.0134 0.00695 -1.934 0.111

M*S 0.0008 0.00077 1.019 0.355

P*S 0.0008 0.00617 0.137  0.896
Kaynak SD KT Diz. KT Diz. KO F P
Regresyon 9 63.4125 63.4125 7.0458 14.60 0.004**
Lineer 3 28.6066 11.2330 3.7443 7.76 0.025*
Ikinci derece 3 324911 324911 10.8304  22.45 0.002**
Etkilesim 3 23148 2.3148 0.7716 1.60 0.301
Artik hata 5 24123 2.4123 0.4825

Uyum eksikligi 3 21642 2.1642 0.7214 5.82 0.150
Saf hata 2 0.2480 0.2480 0.1240

Toplam 14 65.8248

SH Kat.: Standart hata katsayisi, SD: Serbestlik derecesi, KT: kareler toplami, Diiz. KT: diizeltilmis
kareler toplami, Diiz. KO: diizeltilmis kareler ortalamasi

*: Onemli (P=0.05) **: Onemli (P=0.01)
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Cizelge 7.2. Ultrafiltre edilen 6rneklerin glukoz icerigi i¢in tahmin edilen regresyon
katsayilar1 ve varyans analizi degerleri

Terim Katsayillar ~ SH Kat. T P

Sabit 18.1959 2.41815 7.525 0.001**
Membran (M) -0.1709 0.06794 -2.515 0.054

pH (P) 3.4072 0.67023 5084  0.004**
Sicaklik (S) 0.1971 0.05561 3.545 0.016*
M*M 0.0038 0.00087 4.359 0.007**
P*P -0.2499 0.05557 -4.497  0.006**
S*S -0.0027 0.00069 -3.923  0.011*
M*P -0.0080 0.00667 -1.199 0.284

M*S 0.0005 0.00074 0.696 0.517

P*S -0.0091 0.00593 -1.529  0.187
Kaynak SD KT Diz. KT Diz. KO F P
Regresyon 9 32,2581  32.2581 3.5842 8.50 0.017*
Lineer 3 4.5459 21.8933 7.2978 16.39 0.005**
Ikinci derece 3 25.8156  25.8156 8.6052 19.32 0.004**
Etkilesim 3 1.8966 1.8966 0.6322 1.42 0.341
Artik hata 5 2.2267 2.2267 0.4453

Uyum eksikligi 3 2.0094 2.0094 0.6698 6.17 0.143
Saf hata 2 0.2173 0.2173 0.1086

Toplam 14 34.4848

SH Kat.: Standart hata katsayisi, SD: Serbestlik derecesi, KT: kareler toplami, Diiz. KT: diizeltilmis
kareler toplami, Diiz. KO: diizeltilmis kareler ortalamasi

*: Onemli (P=0.05) **: Onemli (P=0.01)
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Cizelge 7.3. Ultrafiltre edilen 6rneklerin D-pinitol ig¢erigi i¢in tahmin edilen regresyon
katsayilar1 ve varyans analizi degerleri

Terim Katsayilar ~ SH Kat. T P

Sabit 5.70010 0.72469 7.866 0.001
Membran (M) -0.06425 0.02036 -3.155  0.025

pH (P) 0.76334 0.20086 3.800 0.013
Sicaklik (S) 0.04148 0.01667 2.489 0.055
M*M 0.00134 0.00026 5.162 0.004
P*P -0.05512 0.01665 -3.310 0.021
S*S -0.00064 0.00021 -3.113  0.026
M*P -0.00196 0.00200 -0.979 0.373
M*S 0.00003 0.00022 0.137 0.896
P*S -0.00126 0.00178 -0.709  0.510
Kaynak SD KT Diz. KT Diiz. KO F P
Regresyon 9 2.43826  2.43826 0.27092 6.77 0.024*
Lineer 3 0.33436  1.45527 0.48509 12.13 0.010*
Ikinci derece 3 2.04474  2.04474 0.68158 17.04 0.005**
Etkilesim 3 0.05916  0.05916 0.01972 0.49 0.703
Artik hata 5 0.19999  0.19999 0.04000

Uyum eksikligi 3 0.18702  0.68158 0.06234 9.62 0.096
Saf hata 2 0.01297  0.01297 0.00648

Toplam 14 2.63824

SH Kat.: Standart hata katsayisi, SD: Serbestlik derecesi, KT: kareler toplami, Diiz. KT: diizeltilmis
kareler toplami, Diiz. KO: diizeltilmis kareler ortalamasi
*: Onemli (P=0.05) **: Onemli (P=0.01)
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Cizelge 7.4. Ultrafiltre edilen 6rneklerin fruktoz igerigi i¢in tahmin edilen regresyon
katsayilar1 ve varyans analizi degerleri

Terim Katsayillar ~ SH Kat. T P

Sabit 19.5781 1.53290 12.772  0.000
Membran (M) -0.1397 0.043307 -3.243  0.023
pH (P) 2.1398 0.42487 5.036 0.004
Sicaklik (S) 0.1541 0.03525 4.372 0.007
M*M 0.0027 0.00055 4.969 0.004
P*P -0.1597 0.03522 -4.535  0.006
S*S -0.0018 0.00043 -4.123  0.009
M*P -0.0015 0.00423 -0.347  0.743
M*S 0.0000 0.00047 0.005 0.996
P*S -0.0073 0.00376 -1.931  0.111
Kaynak SD KT Diz. KT Diz. KO F P
Regresyon 9 15.4037  15.4037 1.71152  9.56 0.011
Lineer 3 2.8231 10.9988 3.66625 20.49 0.003
Ikinci derece B 11.8921  11.8921 3.96403 22.15 0.003
Etkilesim 3  0.6886 0.6886 0.22952 1.28 0.376
Artik hata 5 0.8948 0.8948 0.17896

Uyum eksikligi 3  0.5298 0.5298 0.17661 0.97 0.544
Saf hata 2 0.3650 0.3650 0.18248

Toplam 14

SH Kat.: Standart hata katsayisi, SD: Serbestlik derecesi, KT: kareler toplami, Diiz. KT: diizeltilmis
kareler toplami, Diiz. KO: diizeltilmis kareler ortalamasi
*: Onemli (P=0.05) **: Onemli (P=0.01)
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EK- 7. Ultrafiltre edilen 6rneklerin sakKkaroz, glukoz, D-pinitol ve fruktoz igeriklerine
ait cevap ylizey grafikleri

Surface Plot of Sakaroz vs pH:; Membran Surface Plot of Sakaroz vs Sicaklik; Membran
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Sekil 7.3. Ultrafiltre edilen 6rneklerin sakkaroz igerigi degerini veren cevap yiizey
grafigi

Surface Plot of Glukoz vs pH: Membran Surface Plot of Glukoz vs Sicaklik; Membran
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Sekil 7.4. Ultrafiltre edilen 6rneklerin glukoz igerigi degerini veren cevap ylizey grafigi
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Surface Plot of D-pinitol vs pH; Membran Surface Plot of D-pinitol vs Sicaklik; Membran
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Sekil 7.5. Ultrafiltre edilen 6rneklerin D-pinitol igerigi degerini veren cevap yiizey
grafigi

Surface Plot of Fruktoz vs Membran; pH Surface Plot of Fruktoz vs Membran; Sicaklik
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Sekil 7.6. Ultrafiltre edilen 6rneklerin fruktoz igerigi degerini veren cevap yiizey grafigi
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EK- 8. CaO uygulama igleminin optimizasyonunda 1. filtrat, 2. filtrat ve filtre keki
kisimlarinin seker ve D-pinitol igeriklerindeki degisim
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Sekil 7.7. CaO ile temas siiresinin optimizasyonunda farkli islem asamalarinda seker ve

D-pinitol konsantrasyonlarindaki degisim (2: 5 dakika temas, 4: 10 dakika temas, 5:
15 dakika temas, 6: 20 dakika temas, -1: 1. filtrat, -2: 2. filtrat, -f: Filtre keki)
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Filtre keki
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Sekil 7.8. CaO isleminin sogutma ve 1sitma agamalarinda beklenilmesi gereken siire i¢in
yapilan deneme (Sabit tutulan parametreler: % 2 CaO Miktari, 15 dakika

temas stiresi)

114



EKLER Hatice Reyhan OZIYCI

1. filtrat 2. filtrat
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Sekil 7.9. CaO isleminde ilave edilecek CaO miktarinin belirlenmesi i¢in yapilan
deneme (Sabit tutulan parametreler: 5 dakika temas stiresi, 15’er dakika
1s1tma ve sogutma asamalarinda bekleme stiresi)
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