T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI

% S
V01982 <

/MLER] EN

KECIBOYNUZU MEYVESININ SULU EKSTRAKTLARINDAN D-PINITOLUN
AYRILMASI VE SAFLASTIRILMASINDA FERMENTASYON,
ELEKTROKOAGULASYON VE MEMBRAN FILTRASYON
UYGULAMALARININ ETKINLiGIiNiN BELIRLENMESI

Yiiksel ALPER KUTUK

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLIGi
ANABILIiM DALI

DOKTORA TEZi

ARALIK 2024

ANTALYA



T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI

% S
V01982 <

/MLER] EN

KECIBOYNUZU MEYVESININ SULU EKSTRAKTLARINDAN D-PINITOLUN
AYRILMASI VE SAFLASTIRILMASINDA FERMENTASYON,
ELEKTROKOAGULASYON VE MEMBRAN FILTRASYON
UYGULAMALARININ ETKINLiGIiNiN BELIRLENMESI

Yiiksel ALPER KUTUK

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLIGIi
ANABILIiM DALI

DOKTORA TEZi

ARALIK 2024

ANTALYA



T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KECIBOYNUZU MEYVESININ SULU EKSTRAKTLARINDAN D-PINiTOLUN
AYRILMASI VE SAFLASTIRILMASINDA FERMENTASYON,
ELEKTROKOAGULASYON VE MEMBRAN FiLTRASYON
UYGULAMALARININ ETKINLiGININ BELIRLENMESI

Yiiksel ALPER KUTUK
GIDA MUHENDISLIGi
ANABILIiM DALI

DOKTORA TEZi

Bu tez Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan
1220764 (TUBITAK-1002) nolu proje ile desteklenmistir.

ARALIK 2024



Evrak Tarih ve Sayisi: 20.12.2024-623

T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KECIBOYNUZU MEYVESININ SULU EKSTRAKTLARINDAN D-PiINiTOLUN
AYRILMASI VE SAFLASTIRILMASINDA FERMENTASYON,
ELEKTROKOAGULASYON VE MEMBRAN FILTRASYON
UYGULAMALARININ ETKINLiGIiNiN BELIRLENMESI

Yiiksel ALPER KUTUK
GIDA MUHENDISLIGIi
ANABILIiM DALI

DOKTORA TEZi

Bu tez 19/12/2024 tarihinde jiiri tarafindan Oybirligi ile kabul edilmistir.

Prof. Dr. Mustafa KARHAN

Prof. Dr. irfan TURHAN

Prof. Dr. Hamide GUBBUK

Prof. Dr. Nevzat KONAR

Dr. Ogr. Uyesi Hatice Reyhan OZIYCI



OZET

KECIBOYNUZU MEYVESININ SULU EKSTRAKTLARINDAN D-PINiTOLUN
AYRILMASI VE SAFLASTIRILMASINDA FERMENTASYON,
ELEKTROKOAGULASYON VE MEMBRAN FILTRASYON
UYGULAMALARININ ETKINLiGiNiN BELIRLENMESI

Yiiksel ALPER KUTUK
Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Mustafa KARHAN
Aralik 2024; 74 sayfa

Keciboynuzu meyvesi dogal olarak yetistigi gibi eski ¢aglardan giiniimiize kadar
yetistiriciligi de yapilan aga¢ formunda bir bitkidir. Zengin besleyici icerigine ilave olarak
biyoaktif bir bilesen olan D-pinitol agisindan da bilinen en zengin kaynaktir. D-pinitoliin
insan sagligina olumlu etkileri ve izolasyonu iizerine bazi arastirmalar gerceklestirilmis
ve tedavi edici ve hastalik onleyici etkilerine dikkat ¢ekilmistir. Bunlardan en énemlisi
cagimizin insan sagligini tehdit eden en 6dnemli hastaliklarindan biri olan ve giin gectikce
yayginlagan tip-2 diyabet hastalig1 {izerine olan olumlu etkileridir. Ayni zamanda gogiis
kanseri ve alzheimer {iizerine etkisinin de arastirildigi ve umut verici sonuglarin elde
edildigi calismalar da mevcuttur.

D-pinitol laboratuvar kosullarinda sentezlenebilen bir bilesiktir ancak bu prosesin
zorlugu yaninda yiiksek maliyetli olmas1 dogal kaynaklarindan izolasyonunu 6n plana
cikartmigtir. D-pinitoliin dogal kaynaklarindan izolasyonunda farkli metotlar uzun
yillardir arastirilmaktadir. Bu tez ¢alismasinin amaci iilkemizde 6nemli miktarda bulunan
ve diisiik maliyetli bir D-pinitol kaynag1 olan ke¢iboynuzu meyvesinden kabul edilebilir
yiiksek saflikla (%90-99) D-pinitol elde etmektir. Caligmada, ana proses olarak genellikle
atik sularin aritilmasinda kullanilan bir yontem olan elektrokoagiilasyon uygulamasi
membran filtrasyon ve adsorbent uygulamalariyla desteklenerek kullanilmistir.
Arastirmada oncelikli olarak D-pinitol ile birlikte major bilesenler olan sakkaroz, glukoz
ve fruktoz fermentasyonla etil alkole doniistiiriiliip buharlastirilarak ekstrakt ortamindan
uzaklagtirllmistir. Fermentasyonda Saccharomyces cerevisiae (ATCC 36858)
kullanilmistir. ~ Sekerler uzaklastirildiktan sonra elektrokoagiilasyon denemeleri
gerceklestirilmistir. Denemelerde elektrot olarak aliiminyum ve ¢elik plakalar [katot (-)
ve gelik plakalar (+) anot] kullanilmis; elektrik kaynagi olarak ta dogru akimdan (DC)
yararlanilmigtir. Bu islemler fermentasyon, elektrokoagiilasyon, membran filtrasyon ve
adsorpsiyon siralamasiyla uygulanmistir. Her islemin sonunda elde edilen ekstraktlar
sonraki islemin besleme akimini olusturmustur.

Elektrokoagiilasyon isleminde bir optimizasyon yontemi olan Box Behnken
deneme deseni kullanilmis ve elektrot araligi, akim yogunlugu, gerilim ve siire bagimsiz
degiskenler olarak secilmistir. Gergeklestirilen analizler sonucunda model uygunlugu
yakalanamamistir. Bu sebeple deneme desenindeki kosullardan en yiiksek D-pinitol
miktarma ulasilan denemelerden ilk ii¢li sonraki basamaklarda kullanilmistir.



Sonu¢ olarak baslangic materyali olan 5°Bx kec¢iboynuzu ekstraktinin
fermentasyon sonrasinda 29.95 g/100g kuru madde olan D-pinitol miktar1 prosesin son
basamagi olan adsorpsiyon isleminden sonra 98,62 g/100g kuru madde miktarina
ulagmistir. Buna ek olarak Baslangi¢ materyalinin bulaniklik degeri 383 NTU iken son
iirlintin bulaniklik diizeyi 0.5 NTU degerine diigmiistiir. Toplam fenolik madde ve mineral
madde degerleri ise son liriinde tespit edilememistir.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTIVENESS OF FERMENTATION,
ELECTROCOAGULATION, AND MEMBRANE FILTRATION
APPLICATIONS iN THE SEPARATION AND PURIFICATION OF D-PINITOL
FROM AQUEOUS EXTRACTS OF CAROB FRUIT

Yiiksel ALPER KUTUK
PhD Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa KARHAN
December 2024; 74 pages

Carob fruit is a plant that naturally grows and has been cultivated in tree form
since ancient times. In addition to its rich nutritional content, it is also known to be the
richest source of D-pinitol, a bioactive compound. Some studies have been conducted on
the positive effects of D-pinitol on human health and its isolation, highlighting its
therapeutic and disease-preventive effects. One of the most significant of these effects is
its positive impact on type 2 diabetes, one of the major health threats of our time, which
has been increasing in prevalence. Research has also been conducted on its effects on
breast cancer and Alzheimer’s disease, with promising results.

D-pinitol is a compound that can be synthesized in laboratory conditions, but due
to the complexity of the process and its high cost, the isolation from natural sources has
become the preferred method. Various methods for isolating D-pinitol from natural
sources have been studied for many years. The aim of this thesis is to obtain D-pinitol
from carob fruit, which is a low-cost and abundant source of D-pinitol in our country,
with acceptable high purity levels (90-99%). In this study, the main process was based on
electrocoagulation, a method commonly used for wastewater treatment, supported by
membrane filtration and adsorbent applications. Initially, the major components of carob
fruit extract—sucrose, glucose, and fructose—were converted into ethyl alcohol through
fermentation, and then evaporated to be removed from the extract. Saccharomyces
cerevisiae (ATCC 36858) was used for fermentation. After the sugars were removed,
electrocoagulation experiments were conducted. Aluminum and steel plates (cathode (-)
and steel plates (+) as anode) were used as electrodes, and direct current (DC) was utilized
as the power source. The processes were applied in the sequence of fermentation,
electrocoagulation, membrane filtration, and adsorption, with each process’s final extract
serving as the feed for the next step.

In the electrocoagulation process, a Box-Behnken experimental design, which is
an optimization method, was used, and electrode gap, current density, voltage, and time
were selected as independent variables. As a result of the conducted analyses, model fit
could not be achieved. Therefore, the first three trials, where the highest D-pinitol amount
was obtained, were used in the subsequent steps.

As aresult, the amount of D-pinitol in the starting material, the 5°Bx carob extract,
was 29.95 g/100g dry matter after fermentation. After the final adsorption step, the D-

il



pinitol concentration increased to 98.62 g/100g dry matter. Additionally, the turbidity of
the starting material was 383 NTU, which decreased to 0.5 NTU in the final product. No
detectable levels of total phenolic compounds or minerals were found in the final product.

KEYWORDS: Adsorption, D-pinitol, Electrocoagulation, Carob, Membrane Filtration
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ONSOZ

D-pinitol ¢ogunlukla baklagiller familyasina ait bitkilerde rastlanan, D-chiro-
inositoliin monometillenmis formu olan halkali bir seker alkoliidiir. Halkali seker ve
tiirevleri ge¢misten giliniimiize ¢ok farkli arastirmalara konu olmus ve insan sagligi
iizerine olumlu etkilere sahip olduklar1 ortaya konmustur.

D-pinitoliin insiilin benzeri etkisiyle bilinse de antikarsinojenik, doku koruyucu,
osteoporoz engelleyici, kalp ve damar sagligi koruyucu ve inflamatuar engelleyici
ozelliklere sahip bir biyoaktif bilesen oldugu da tespit edilmistir. Insan diyetinde dogal
olarak bulunabilen bir bilesen olmasi ve toksik etki yapmamast D-pinitol iceren gida
takviyelerinin ve ilaglarin {iretiminin Oniinii agmaktadir.

D-pinitol’lin laboratuvar ortaminda sentezi yliksek maliyetli bir prosestir. Modern
iilkelerde tiiketicilerin dogal iiriin tiiketme isteginin artmasi nedeniyle D-pinitoliin dogal
kaynaklarindan elde edilmesi dnem kazanmistir. D-pinitoliin izolasyonu da matriksin
yapisina ve gerekli islem basamaklarina bagli olarak maliyeti artabilen bir islemdir. Bu
durum zenginlestirme ve saflastirma {izerine arastirmacilarin yogunlagmasini saglamaistir.

Keciboynuzu meyvesi D-pinitoliin en zengin kaynaklarindan birisidir ve
keciboynuzu agacinin anavatani sinirlari i¢inde iilkemiz de bulunmaktadir. Bu nedenle
meyvesi diisiik maliyetle elde edilebilmektedir. D-pinitoliin, daha once patent altina
alinmamuis bir yontemle izole edilebilmesinin iilkemizde pekmez ve hayvan yemi tiretimi
disinda  kullanimi  kisithh  olan  kegiboynuzuna katma deger kazandiracagi
diistiniilmektedir.

Bu alanda olduk¢a emek vermis ve bu ¢aligmanin gerceklesebilmesi i¢in gerekli
olan birikimini benimle paylasarak bu kiymetli arastirmanin gergeklesebilmesini
miimkiin kilan danismanim Saym Prof. Dr. Mustafa KARHANa, ¢alismay fikirleriyle
destekleyen ve zenginlestiren Sayin Prof. Dr. [rfan TURHAN’a ve Sayin Dr. Ogr. Uyesi
Hatice Reyhan OZIYCI’ye, benden yardimlarini tiim siire¢ boyunca esirgemeyen degerli
béliim arkadaslarim Hilal Nur GURLER TUFAN, Selime Benemir ERKAN UYSAL ve
Ahmet HACIOGLU’na , bu projeyi destekleyen TUBITAK ’a, her kosulda yanimda olan
esim Nail KUTUK’e ve babam Ozgiir Altan ALPER, annem Fulden ALPER, kardesim
[layda ALPER’e ve tiim dostlarima tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°Bx : Briks derece

cm : Santimetre

cm?  : Santimetre kare
dk : Dakika

g : Gram

kDa :Kilo Dalton
L : Litre
mA  : Miliamper
A% : Voltaj (Gerilim)
pL : Mikrolitre
Tez igerisinde ondalik ayraci olarak “,” Kullanilmistir.
Kisaltmalar
Al : Alliminyum
C : Celik
EK  : Elektrokoagiilasyon
HPLC : Yiiksek Basin¢li Stvi Kromatografisi

KM : Kuru Madde
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1. GIRIS

Gilinlimiizde sik goriilmeye baglanan g¢esitli hastaliklar insan hayatinda
beslenmenin énemini gittik¢e artirmaktadir. Saglikli ve uzun yasam hedefinin 6n plana
cikmasi, destekleyici etkiler gosteren cesitli fonksiyonel oOzelliklere sahip biyoaktif
bilesenlere olan ilgiyi artirmis ve arastirmalarin bu yonde derinlesmesini saglamistir.
Biyoaktif bilesenler ila¢ sektoriinde kullanildigi gibi gida takviyesi iiretiminde de
kullanilmaktadir. Bu bilesenlerin {iretimi c¢ogunlukla laboratuvar ortaminda sentez
yoluyla miimkiindiir, ancak, bu prosesler olduk¢a maliyetli ve zor olabilmektedir. Bu
durum fonksiyonel ozelliklere sahip biyoaktif maddelerce zengin olan gidalarin
kullanimimin yayginlagsmasin1 saglamistir. Fonksiyonel gida bileseninin izolasyonu,
matriksin hedef bilesik acisindan zenginlestirilmesi ve saflastirilmasinda uygun
tekniklerin tespiti yillardir arastirmacilara konu olmustur.

D-pinitol, kesfinden bugiine kadar {izerine bir¢ok arastirma yapilmis ve insan
saglig iizerinde olumlu etkileri kamitlanmis biyoaktif bir bilesendir. Ozellikle diinya
iizerinde en sik rastlanan hastaliklardan biri olan diyabet ile iligkisi D-pinitoliin 6nemini
artirmaktadir. Diyabet, insan viicudunda salgilanan ve kandaki seker miktarini
diizenleyen bir hormon olan insiilinin mekanizmasindaki aksamalardan kaynaklanan
metabolik bir bozukluktur. Tamamlanan bazi ¢alismalarda D-pinitoliin insiilini taklit
ederek kandaki seker metabolizmasini diizenledigi saptanmistir. Bu nedenle D-pinitoliin
saflagtirilarak hem bazi ilaglarin hem de gida takviyelerin formiilasyonlarinda yer almasi
s0z konusu olmustur. Zamanla arastirmacilar D-pinitoliin ¢esitli kanser tiirleri, kalp ve
damar hastaliklari, obezite, kas hastaliklari, dislipidemi gibi hastaliklar iizerinde de
olumlu etkilerini de tespit etmisler ve g¢esitli hastaliklarin tedavisine uygun
formiilasyonlarda kullanmiglardir.

D-pinitol adin1 tarihte ilk defa izole edildigi bitki olan ¢am agacindan almakta
olup ekstraksiyonunda baglica kullanilan bitkisel kaynaklar; soya fasulyesi ve
keciboynuzu meyvesidir. Soya fasulyesinden D-pinitoliin ekstraksiyonu patent altina
alinmig olup birbirinden farkli saflagtirma basamaklarindan olugmaktadir. Buradan elde
edilen D-pinitol miktarinin oldukga diisiik, prosesin ise zahmetli olmas1 ekstraksiyon
caligmalarinda farkli kaynaklarin arayisina yol agmistir. Kegiboynuzu meyvesi yliksek D-
pinitol i¢erigiyle arastirmalarin odagi olmustur.

D-pinitoliin saflastirilmasinda farkli birgok metot uygulanmistir. Bunlar
mikrobiyel fermentasyon, solvent ekstraksiyonu ve aktif komiir uygulamasi gibi maliyetli
ve uygulanmasi teknik olarak zor islemlerdir. Proseslerin maliyetinin artmasi son tiriine
yansimakta ve endiistriyel uygulamalar1 kisitlamaktadir. Bu durum D-pinitoliin
saflagtirllmasinda uygulama kolayligi olan ve kismen diisiik maliyetli sistemlerin
arastirilmasinin ana nedeni olmustur.

Bu tez ¢alismasinda diisiik maliyetli bir D-pinitol kaynagi olan ke¢iboynuzundan
D-pinitoliin saflastirilmasinda daha 6nce bu alanda hi¢ denenmemis bir yontem olan
elektrokoagiilasyon teknigi uygulanmistir. Elektrokoagiilasyon yontemi genellikle atik
sularin aritilmasinda kullanilan diisiik maliyetli bir yontemdir. Elektrokoagiilasyon
isleminin gergeklestirilmesi icin Design-Expert programi kullanilarak Box-Behnken
deneme deseni olusturulmus ve akim yogunlugu (mA/cm?), gerilim (V), siire (dk) ve
plaka araligi (cm) degisken parametreler olarak belirlenmistir. Deneme deseninin
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uygulanabilmesi i¢in oncelikle sistemde kullanilacak, anot ve katot olarak baglanacak
plakalarin se¢imi gerceklestirilmistir. Bu se¢im deneme deseninde kullanilan degisken
parametrelerin orta nokta degerlerinden faydalanilarak (3 ¢cm plaka araligi, 60 mA/cm?
akim yogunlugu, 30 V gerilim, 60 dk siire) gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlarda
D-pinitol miktari, toplam fenolik madde miktari, bulaniklik ve renk (L,a,b) degerleri ve
toplam mineral madde miktarlari analiz edilmis ve sonucta en yiiksek D-pinitol miktari,
diistik bulaniklik ve toplam fenolik madde , yiikksek L degeri elde edilen plaka
kombinasyonu AL (-) / C (+) olarak belirlenmis ve deneme deseni uygulamarinda bu
kombinasyon kullanilmigtir. Buna ek olarak fermentasyon, membran filtrasyon ve
adsorpsiyon yontemlerinin etkinliginden faydalanilmig; elektrokoagiilasyon etkisinin
desteklenebilirligi arastirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

ewe

2.1. Keciboynuzu Agaci, Yetistigi Alanlar ve Ozellikleri

Kegiboynuzu (Ceratonia siliqgua L.) Leguminoseae (Fabaceae-Baklagiller)
familyasindan Caesalpinaceae alt familyasina ait her dem yesil bir agagtir (Sekil 2.1).
Ulkemizde ke¢iboynuzu ayni zamanda yaygin olarak harnup adiyla da bilinmektedir.

Sekil 2.1. Ke¢iboynuzu agact

Antik caglardan itibaren bilinen kegiboynuzu agaci 6zellikle Akdeniz ikliminin
goriildiigii bolgelerde (Sekil 2.2) yetismektedir. Agacin soguk iklim kosullarina olan
hassasiyeti, yetismesi i¢in gerekli olan sicaklik ve yagis dengesi Akdeniz ikliminin
karakterine uygundur. Ulkemizde 6zellikle Bati Akdeniz bélgesi basta olmak iizere dogal
olarak bulunmasima ek c¢esitli bolgelerde 6zel kapama bahgelerde de yetistiriciliginin
yapildig1 bilinmektedir (Battle ve Tous 1997).

Kegiboynuzu agaci kayalik yamaglar, zayif kumlu topraklar ve derin topraklar
gibi cesitli 6zelliklere sahip alanlara kolay adapte olabilmekte ve bu 6zelligiyle genis
alanlara yayilmaktadir. Buna ragmen Uluslararast Dogay1 Koruma Birligi (Internatinal
Union for the Conservation of Nature, [IUCN) son yillarda artan kuraklik, ortalama
mevsim sicakliklarinin ylikselmesi ve ormanlarin bilingsiz tahrip edilmesi gibi olumsuz
durumlardan oldukga etkilenen kegiboynuzu agacini kirmizi listeye almistir. Bu sebeple
ke¢iboynuzu agag popiilasyonlariin gliniimiizde tehlike altinda oldugu diistintilmektedir.
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Sekil 2.2. Kegiboynuzu agacinin yetistigi bolgeler

Kegiboynuzu agaci yangina karsi direnci yliksek olan bir agac tiirtidiir. Agacin
yapraklar1 sicakligin en yiiksek derecelere ulastig1 yaz aylarinda bile su icerigini %95’e
kadar koruyabilmektedir (Lo Gullo ve Salleo 1988). Bu 6zelligini su tutma kapasitesini
artiran D-pinitol varligindan almaktadir. Dolayisiyla, keciboynuzu agaci orman
yanginlarina en dayanikli agaglardan biridir (Giibbiik vd. 2016). Karhan vd. (2010)
yirtittiikleri arastirma projesinde yabani ve asili keg¢iboynuzu agaglarindan 6rnekleme
yapmislardir. Bu ¢aligma sirasinda Manavgat — Serik bolgelerinde gergeklesen siddetli
orman yanginlarinda yorenin dogal bitki ortiisti olan kizilgam agaglariin yanginda ciddi
derecede tahrip oldugunu ancak kec¢iboynuzu agac¢larinin kismen saglam kaldigin1 tespit
etmislerdir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Orman yanginlar1 sonrasi ke¢iboynuzu agaglar1 (Karhan vd. 2010)

Kegiboynuzu agact ayni zamanda giiglii kok yapist sayesinde bulundugu
bolgedeki topragi erozyon riskine karst dayanikli hale getirmektedir. Bu iki olumlu
ozellik agacin ekolojik agidan 6nemini ortaya koymaktadir. Ayrica, meyvesinden ¢esitli
iirlinlerin iiretilmesi ekonomik potansiyeli de yliksek bir aga¢ oldugunu gostermektedir.
Ulkemizde ¢ogunlukla orman agaci niteliginde dogal alanlarda yetistigi i¢in orman
ciftcisinin de gelir kaynaklarindan birisi olmasini saglamistir.
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2.2. Ke¢iboynuzu Meyvesi

Keciboynuzu meyvesi agirlikca %90 meyve eti (pulp) ve %10 tohumlardan
(cekirdek) olusmaktadir (Sekil 2.4). Diiz veya kivrik yapida olabilen kegiboynuzu
meyvesi genellikle yaklasik 10-30 cm uzunluga, 1.5- 3.5 cm genislige ve 1 cm kalinliga
sahiptir. Tohumlar oval-dikdortgen seklinde olup genellikle boyutlart da 8-10 mm x 7-8
mm X 3-5 mm (uzunluk-genislik-kalinlik) civarindadir (Karkacier ve Artik 1995; Battle
ve Tous 1997).

Meyve olgunlasmadan 6nce agik yesilken olgunlasan meyve koyu kahverengi
renk alir (Sekil 2.5). Meyvenin kimyasal kompozisyonu bitkinin yetistigi topragin
cesidine, kokenine ve hasat zamanina bagli olarak degisebilmektedir (Karkacier ve Artik
1995; Battle ve Tous 1997).

Sap B

Genislik

C
\Meyvenin uzunlugu
Kalhik
f :
Genislik
Cekirdegin uzunlugu

. Tepecik

Sekil 2.4. Keciboynuzu meyvesinin kisimlari: Meyve eti (A, B), Tohum (C) (Battle ve
Tous 1997)

Diinyada toplam keg¢iboynuzu meyvesi iiretiminin 315,000 ton/yil oldugu tahmin
edilmektedir. Bu iiretimin %42’si Ispanya’da, %16’s1 Italya’da, %8’i Fas’ta, %6’s1
Portekiz’de, %6,5’1 Yunanistan’da, %5,5 Kibris’ta (6zellikle de Kuzey Kibris Tiirk
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Cumbhuriyeti) ve %4,8’1 Tiirkiye’de gergeklesmektedir. Tiirkiye, Kuzey Kibris ile birlikte
yaklasik 35,000 ton keciboynuzu meyvesi tiretmektedir (FAO 2019).

Sekil 2.5. Ke¢iboynuzu meyvesi

Kegiboynuzu meyvesi besleyici degeri oldukca yiiksek bakla yapisinda bir
meyvedir. Glinlimiize kadar bir¢cok farkli arastirmaci tarafindan incelenen bu meyve
oldukga yiiksek miktarda seker, mineral madde ve fenolik madde icermektedir (Avallone
vd 1997; Yousif ve Alghzawi 2000; Kumazawa vd .2002; Biner vd. 2007; Ozcan vd 2007;
Khlifa vd. 2013; Oziyci vd. 2014). Ke¢iboynuzunda en fazla bulunan mineral potasyum,
en fazla bulunan fenolik madde ise gallik asittir (Cizelge 2.2 ve Cizelge 2.3). Buna ek
olarak igerdigi D-pinitol ve tiirevleri olan siklik alkoller ve diyet lifi de kegiboynuzu
meyvesinden fonksiyonel iiriinlerin iiretilmesine olanak saglamaktadir.

Cizelge 2.1. Keg¢iboynuzu meyvesinin kimyasal kompozisyonu (Avallone vd 1997;
Yousif ve Alghzawi 2000; Kumazawa vd. 2001; Ayaz vd. 2007; Camero ve Merino 2004;
Biner vd. 2007; Ozcan vd. 2007; Khlifa vd. 2013; Youssef vd. 2013)

Bilesen 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
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Cizelge 2.2. Keciboynuzu meyvesinde bulunan mineral maddeler ve miktarlar1 (Ozcan
vd. 2007, Khlifa vd. 2013, Youssef vd. 2013)

Mineral Madde Miktar (g/100g yas meyve agirhgi)
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

Cizelge 2.3. Keciboynuzu meyvesi fenolik madde igerigi (Owen vd. 2003)

Fenolik Madde Miktar (mg/kg)
Gallik Asit 1647,5
1,2,3,6-Tetra-O-galloyl-B-d-glucose 571,4
1,2,6-Tri-O-galloyl-B-d-glucose 4189
Kuersetin Ramnosit 403,4
Mirisetin Ramnosit 366,1
1,6-Di-O-galloyl-B-d-glucose 157,4
Mirisetin Glukozit 62,2
Sinamik Asit 493
Metil Gallat 40,6
Luteolin 37,8
Chrysoeriol 29,9
Kuersetin Arabinosit 27,8
Isorhamnetin 20,1
Kaempferol Ramnosit 19,1
Naringenin 18,9
Ferulik Asit 16,3
Mirisetin 14,4
Apigenin 12,8
Kuersetin 12,1
Kumarik Asit 11,3
Trisetin 3°,5° dimetil eter 3,1
Siringik Asit 2,4
Kaempferol 1,4
Genistein 0,5

Keciboynuzu meyvesinden iiretilen en yaygin liriin kec¢iboynuzu pekmezidir.
Pekmez iiretiminde meyve eti ve tohumlar ayrilmaktadir. Bu tohumlar da ticari olarak
onemli bir iirlin olan ke¢iboynuzu zamki iiretiminde kullanilmaktadir. Yakin zamanlarda
meyve eti lizerine yapilan arastirmalar sonucunda meyvenin etli kisminin pekmez harici
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degerli iirlinlerin {iretiminde de kullanilabilecegi anlasilmigtir. Ke¢iboynuzu unu, seker
surubu, biyogiibre ve D-pinitol keciboynuzundan firetilen giincel iirlinlere Ornek
verilebilir (Petit ve Pinilla 1995; Yousif ve Alghzawi 2000; Parrado vd. 2008). Bunlara
ek olarak keciboynuzu igerdigi yiliksek miktardaki sekerler ve mineral maddeler nedeniyle
biyoteknolojik ¢alismalarda da besi ortami olarak kullanilmaktadir. Etanol (biyoetanol)
iiretimi ke¢iboynuzunun hammadde olarak kullanildig1 baslica alanlardan biridir.

2.2.1. Ke¢iboynuzu pekmezi

Ulkemizde kegiboynuzu meyvesi genellikle pekmez iiretiminde kullanilmaktadur.
Keciboynuzu meyvesi (Sekil 2.6) yiiksek miktarda seker icerigine ek olarak mineral ve
fenolik maddelerce de zengin oldugundan (Cizelge 2.4) pekmezi oldukg¢a besleyi bir gida
olarak kabul edilmektedir (Karkacier ve Artik 1995; Turhan vd. 2007).

Cizelge 2.4. Keciboynuzu pekmezinin bazi besin 6geleri ve miktarlari (Turhan vd. 2007)

Bilesim Ogesi Miktar
Toplam Kuru Madde (%) 71-72
Toplam Seker (%) 62-63
Indirgen Seker (%) 16-17
Sakkaroz (%) 44-45
Toplam Fenolik Madde 1.32-1.62
Titrasyon Asitligi (%) 0.86-0.87
pH 5.10- 5.18
Potasyum (mg/100g) 10255.1-10573.8

Kec¢iboynuzu pekmezi meyvenin tohumlarindan ayrilip pargalandiktan sonra su
ile ekstrakte edilmesi sonucunda elde edilen ekstraktin 70° Bx degerine kadar konsantre
edilmesiyle tiretilmektedir (Simsek ve Artik, 2002).

= o

Sekil 2.6. Kegiboynuzu pekmezi
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2.2.2. Kec¢iboynuzu gam (Locust Bean Gum)

Keciboynuzu gami (LBG- Locust Bean Gum), keg¢iboynuzu tohumlarindan
iiretilen bir gida katki maddesidir. Beyaz renkli bir polisakkarit olan galaktomannan
(LBG) (Sekil 2.7) tohumun endosperm tabakasindan iiretilmektedir.

OH _OH

HO

OH
O oH
e}
HO
o o OH
H HO ~
n OH OH m

Sekil 2.7. Galaktomannan molekiiliiniin yapis1

Gam {retimi i¢in Oncelikle kegiboynuzu meyvesinden tohumlar ayrilir. Bu
ayrilma islemi gida endiistrisinde genellikle 1s1l yolla veya asitle muamele edilerek
gerceklesir. Soyma islemi esnasinda hedef igerideki endosprem ve embriyoya zarar
vermeden kabuktan kurtulmaktir. Asitle muamele edilen tohumlarin zarlan etkili bir
yikama ve fircalama islemiyle temizlenir. Soyulma asamasindan sonra elde edilen
endosperm tabaka ogiitiilerek istenen forma getirilir (Sekil 2.8) (Battle ve Tous 1997;
Lazaridou vd. 2000).

Sekil 2.8. Ke¢iboynuzu gami

Keciboynuzu gami yiiksek viskoziteli jel olusturmast ve genis pH araliginda
caligsarak cok cesitli iirlinlerin formiilasyonunda kullanilabilmesi sayesinde basta gida
endiistrisi olmak iizere kozmetik, kagit — ambalaj ve eczacilik gibi farkli alanlarda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Lazaridou vd. 2000).

Gida katki maddesi olarak kec¢iboynuzu gami ¢ok ¢esitli amaglarla oldukca genis
bir yelpazede kullanilmaktadir. Cizelge 2.5’de kullanilan gidaya bagh olarak
keciboynuzu gamindan beklenilen ¢esitli fonksiyonel 6zelliklere d6rnekler verilmistir.
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Cizelge 2.5. Keg¢iboynuzu gaminin kullanim alanlaria gore 6zellikleri (Turhan 2005)

Gidalar

Fonksiyonel Ozellik Endiistriyel Ornek Kullanim Oram
Adhezyon Sekerlemeler ve Icecekler 0,2-0,5
Baglayic1 Ajan Hayvansal Gidalar 0,2-0,5
Viicut Ajani Diyabetik igecekler 0,2-1,0
Kristalizasyon Onleyici Dondurma, Dondurulmus 0,1-0,5
Gidalar, Ekmek
Bulaniklik Onleyici Icecekler <0,1
Diyet Lifi Tahillar ve Ekmek 0,2-0,5
Kopiik Stabilizatorii Dondurmalar 0,1-0,5
Jellestirici Ajan Pudingler, Tathlar ve 0,2-1,0
Sekerlemeler
Sekillendirici Droplar ve Sekerlemeler 0,5-2,0
Koruyucu Kolloid Tatlandirict Emiilsiyonlar 0,2-0,5
Sterilize Edici Ajan Mayonez ve Dondurmalar 0,1-0,5
Stispanse Edici Ajan Cikolatal Siitler <0,1
Sisirici Ajan Et ve Et tirlinleri 0,2-0,5
Sinerjist Ajan Light Peynirler ve 0,2-0,5
Dondurulmus Gidalar
Koyulastirict Ajan Receller, Soslar ve Bebek 0,2-0,5

10
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2.2.3. Ke¢iboynuzu unu

Kec¢iboynuzu unu, kec¢iboynuzu meyvesinin tohumlarindan ayrilmasindan sonra
kalan meyve eti kismu1 kurutulup 6giitiilmesiyle elde edilen yart mamiil bir gidadir (Sekil
2.9). Giiniimiiz diinyasinin degisen beslenme ihtiyaglarina bagli olarak zamanla bir¢ok
gida formiilasyonunda farkli amagclarla kullanilmaktadir (Yousif ve Alghzawi 2000).
Kec¢iboynuzu meyvesinin besleyici degerinin yani sira yiiksek mineral ve fenolik madde
icermesi keciboynuzu ununu degerli bir gida yapmaktadir.

Sekil 2.9. Ke¢iboynuzu unu

Ceylan ve Mustu (2021), gerceklestirdikleri ¢alismada hedef grubu ¢dlyak
hastalar1 olan keciboynuzu unu bazli gliitensiz kurabiye formiilasyonu {iizerine
calismiglardir. Colyak hastaligi gliitenin sindirilememesine bagli gelisen bir hastalik
olmasi nedeniyle gliiten iceren bugday ununa alternatif {riinler aranmaktadir.
Arastirmada oransal olarak bugday ununun yerine kullanilan ke¢iboynuzu unuyla iiretilen
son Urilinli tadan panelistler iirlinii oldukca begendiklerini ortaya koymuslardir. Ayrica
geleneksel bir Tiirk {iriinii olan tarhanada da ¢esitli unlarin denendigi ¢aligmalar mevcut
olup keciboynuzu da bu unlarin arasinda yer almistir. Keg¢iboynuzu unu kullanilan
tarhanalarin fenolik bilesikler ve mineral maddelerce zenginlestigi, ayn1 zamanda
gliitensiz olusuyla da {iiriine fonksiyonellik kazandirdig: bilinmektedir (Dadali ve Elmaci
2021).

Kec¢iboynuzu unu kafein ve teobromin igermemesi dolayisiyla kakao ikamesi
olarak c¢esitli gidalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Pawlowska vd. (2018)
yurittiikleri arastirmada kiigiikk kakaolu keklerde kakao yerine kegiboynuzu unu
kullanarak son {iriinde fizikokimyasal ve duyusal degisimleri incelemislerdir. Kakao
ikamesi olarak kullanilan ke¢iboynuzu unu son iirlinde duyusal analizi gerceklestiren
panelistler tarafindan begenilmistir. Kimyasal analizler sonucunda ise keg¢iboynuzu unu
kullanilan iiriinlerin antioksidan kapasitesinin daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayni
zamanda keg¢iboynuzu ununda bulunan sekerler {irlinii daha tatli hale getirdiginden iiriin
icinde kullanilan beyaz sekerin de miktarinin azaltilabilecegi; bdylece beyaz sekere de
alternatif olarak kullanilabilecegi ortaya ¢ikmustir.
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2.2.4. Seker surubu

Keciboynuzu meyvesi kuru agirhiginin %50-70°1 arasinda seker igermektedir.
Dolayistyla pekmez iiretiminde kullanimi oldukca yaygindir. Bu nedenle gelisen gida
sektoriiniin alternatif seker kaynagi arayisi dogrultusunda seker surubu iiretiminde de
kaynak olarak tercih edilebilmektedir. Seker surubu iiretiminde pekmez iiretiminden
farkl1 olarak renksiz ve kokusuz bir son iiriin iiretimi hedeflenmektedir. Bu durum
saflagtirma basamaklariin gerekliligini ortaya koymaktadir.

Petit ve Pinilla (1995) keciboynuzu meyvesinden seker surubu liretimi iizerine
gerceklestirdikleri ¢alismada kecgiboynuzu meyvesinin seker kamisindan daha yiiksek
miktarda seker igermesi dolayisiyla seker surubu iiretimine uygun bir meyve oldugunu
belirtmislerdir. Kurguladiklar1 kesiksiz ¢aligan ve arka arkaya seri baglanmis iyon
degistirici recineler iceren kolon sistemi sayesinde 62° Bx ve %93 saflikta, renksiz ve
kokusuz seker surubu elde etmislerdir.

Keciboynuzundan seker surubu iiretilmesi iizerine patenti alinmis baska bir
caligmada ise kristal seker iiretimi basamaklar1 olan dekalsifikasyon, iyon degistirici
recineler kullanilmistir. Bu teknikler sayesinde meyvenin dogal yapisindan gelen koku -
renk Ozellikleri giderilmis ve % 55-75’ini sakkaroz, % 7-15’ini fruktoz, % 7-16’sim1
glukoz, % 0.5-3’iini diger sekerler, % 4-14’{nii siklitoller ve % 0.5-2’sini ise diger
organik safsizliklarin olusturdugu bir seker surubu elde edilmistir (Diaz 1997).

2.2.5. Biyolojik giibre iiretimi

Glinlimiizde cesitli sektorlerin  atiklarinin  ekonomiye ve cevreye geri
kazandirilmas1 giin gegtikce Onem kazanmaktadir. Atiklar1 oldukca degerli olan
sektorlerden en onemlisi de gida sektoriidiir. Ke¢iboynuzu meyvesinden iiretilen cesitli
iriinler sonrasinda kec¢iboynuzu meyvesinin ve ¢ekirdeginin besleyici 6gelerini de hala
icinde bulunduran yan {iriinler ortaya ¢ikmaktadir (Parrodo vd. 2008).

Rishani ve Rice (1988), arastirmalarinda o yillarda yaygin olarak Liibnan’dan
getirilen ve saksi cigekleri i¢in {iretilen topraklarin zenginlestirilmesinde kullanilan
bataklik yosununa alternatif bir {riin olarak 6giitiilmiis keciboynuzu kullanimini
arastirmiglardir. Bitki gelisiminde olumlu etkiler gosteren ke¢iboynuzu meyvesi i¢eren
toprak karigimlarinin sektorel uygunlugu ortaya konmustur.

Cabechina vd. (2010), yiiriittiikleri arastirmada keg¢iboynuzu tohumlarinin
islenmesinden kalan atiklarinin topragi organik elementlerce zenginlestirmedeki
kullanilabilirligini incelemislerdir. Domates fideleri {izerinde gerceklestirilen bu
caligmada topraga farkli oranlarda kecgiboynuzu gekirdegi atig1 karistirilmis ve bitkinin
gelismesi gozlemlenmistir. Sonug olarak domates fidelerinin yiliksek oranda kegiboynuzu
cekirdegi atig1 iceren toprak karigiminda saglam bir kok yapist olusturdugu, iiriin
veriminin arttif1 ve bitki gelisiminin olumlu etkilendigi gozlemlenmistir. Bu durumda
aragtirmacilar 6zellikle kok sebzeler iizerinde keciboynuzu ¢ekirdegi atig1 kullaniminin
oldukca faydali olabilecegini de ortaya koymuslardir.
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2.2.6. Hayvan yemi

Kec¢iboynuzu meyvesi besleyici degerinin yan1 sira ekonomik olarak uyguna ve
kolayca ulasilabilmesi nedeniyle ¢esitli hayvanlarin yem karigimlarinda veya dogrudan
yem olarak kullanilmaktadir.

Yildirim ve Kaya (2011), etlik pili¢lerde kullanilan karma yeme farkli oranlarda
keciboynuzu tozu eklemis ve hayvanlarda cesitli ol¢limler gergeklestirmislerdir. Yem
karigimlarina %5 ve %10 oraninda ke¢iboynuzu tozu eklemenin uygun olacagini ancak
oran artirtlirsa keciboynuzu cekirdeginde bulunan tanenlerin hayvanlarda sindirim
sonrasi proteinlerin emilimini azaltacagindan olumsuz etki yapacagini ortaya
koymuslardir.

Silaj olarak bilinen ve sig1r, koyun ve keci gibi memeli hayvanlarin genis zaman
araliginda yem ihtiyacinin karsilanmasi amaciyla silolarda saklanan fermente edilmis
yemler olan iirlinlerde gergeklestirilen bir ¢alismada ¢ayirotu silajina yemlik keg¢iboynuzu
kinginin katki maddesi olarak kullaniminin etkisi aragtinnlmistir (Atalay 2015).
Calismanin sonucunda keciboynuzu kiriginin silaj kalitesi iizerinde olumlu etkilerinin
oldugu ve optimum karistirma oraninin %4.5 oldugu tespit edilmistir.

2.2.7. Biyoetanol iiretimi

Seker igerigi yiiksek olan ke¢iboynuzu meyvesinin ekstraktindan Saccharomyces
cerevisiae kullanilarak etanol iiretimi Turhan vd. (2010) tarafindan incelenmis olup
yenilenebilir ve siirdiiriilebilir enerji kaynaklarinin kullaniminin 6nemini vurgulayarak
keciboynuzu ekstraktindan etanol iiretiminin desteklenmesi gerektigini ve miimkiin
oldugunu ortaya koymuslardir.

2.2.8. D-pinitol

D-pinitol ilk defa 1855 yilinda M. Berthelot tarafindan seker caminin (Pinus
lambertiana) reginesinden izole edilmistir (Anderson 1952). Insan diyetinde normal
olarak bulunabilen bir bilesen olan D-pinitol biyoaktif aktiviteye sahiptir. D-chiro
inositoliin monometillenmis hali olan bu bilesenin kimyasal konfigiirasyonu Sekil 2.10
‘da goriilmektedir.

D-pinitol dogal kaynaklardan izole edilebildigi gibi kimyasal yolla laboratuvar
kosullarinda da sentetik olarak tiretilebilmektedir. Ancak, sentetik D-pinitoliin liretiminde
verimin diigiik olmasi ve yiiksek maliyetli igslemler gerektirmesi sebebiyle bu yol tercih
edilmemektedir. Boylelikle dogal kaynaklardan izolasyon daha fazla 6n plana
cikmaktadir (Ichimura vd. 1998).
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Sekil 2.10. D-pinitoliin kimyasal yapisi

D-pinitol ¢ogunlukla baklagiller familyasina ait bitkilerde goriilmekle birlikte
camgiller (Pinaceae), papatyagiller (Asteraceae), karanfilgiller (Caryophyllaceae),
yabani kimyongiller (Zygophyllaceae), servigiller (Cupressaceae), logusa otugiller
(Aristolochiaceae) ve sabun agacigiller (Sapindaceae) familyalarina ait bitkilerde de
tespit edildigi aragtirmalar mevcuttur. D-pinitol bazi bitkilerin tiim kisimlarinda
goriiliirken bazilarinda ise sadece yaprak, dal, kok veya reginede goriilebilmektedir
(Poongothai ve Sripathi 2013).

2.3. D-pinitol ve Saghk

Gilinlimiiz diinyasinda insanlarin yagsama sekli, kaliteli gidaya ulasimin zorlugu ve
stres etkisi c¢esitli hastaliklarin yayginlagsmasina neden olmustur. Arastirmacilar D-
pinitoliin insan sagligini tehdit eden ¢esitli hastaliklara karsi olumlu etkilerini tespit
etmiglerdir. Bu hastaliklardan bazilar1 diyabet, kalp ve damar hastaliklari, ¢esitli kanser
tipleri, obezite, AIDS, endokrin bozukluklari, otoimmiin hastaliklar, polisiklik over
sendromu, septisemi ve dislipidemi gibi hastaliklardir. Buna ek olarak stres ve
yaslanmanin olumsuz etkileri ve diyabete bagli gelisen komplikasyonlar iizerine de
olumlu etkileri saptanmistir (Ortmayer vd. 1992; Ostlund ve Sherman 1998; Nestler vd.
1999).

Halk arasinda seker hastalig1 olarak bilinen diyabet insan sagligini tehdit eden
ciddi ve yaygin hastaliklardan birisidir. Diyabet kandaki sekerin asir1 derecede
ylikselmesiyle karakterize edilen tip 1 ve tip 2 olarak siniflandirilmis metabolik bir
rahatsizliktir. Tip 1 diyabet genellikle genetik faktorlerle sekillenirken tip 2 diyabet
cevresel faktorlerin yogun etkisi sonucu olusabilmektedir.

Kandaki seker seviyesinin regiilasyonu hormonlarin ve ¢esitli kimyasal maddenin
karmasik etkileri sonucunda gerceklesmektedir. Bu hormonlardan en 6nemlisi pankreasin
beta hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonudur. Diyabet hastalar insiilinin yetersiz
salgilanmasi (tip 1) veya salgilanan insiilinin kan sekeri iizerine etkisinin azalmasi (tip 2)
olarak karakterize edilmektedir. Yapilan g¢aligmalar insan viicudundan D-pinitoliin
insiilini taklit eden metabolik bir yol izledigini ortaya koymustur (Davis vd. 2000; Bates
vd. 2000; Lambert vd. 2018; Pandi vd. 2022).

D-pinitol kullanilarak cesitli gida takviyeleri ve ilaclar tretilmekte olup D-
pinitoliin ¢esitli hastaliklar iizerine etkisinin arastirildigi calismalar giin gegtikce
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artmaktadir. D-pinitol iceren gida takviyeleri kat1 ve sivi formlarda olabilirler. Tablet,
kapsiil, bar, toz formlar kati; dispersiyon ve emiilsiyon su bazli; oral- damar veya enteral
soliisyonlar ise s1v1 formlara 6rnektir (Ostlund ve Sherman 1998).

Agi1z yoluyla alinabilen D-pinitol igeren bir gida takviyesinin kompozisyonu su,
maltodekstrin, seker, misir yagi, sodyum kazeinat, soya protein izolati, kalsiyum kazeinat,
potasyum sitrat, trikalsiyum fosfat, magnezyum kloriir, sodyum sitrat, lesitin, potasyum
klortir, kolin kloriir, askorbik asit, potasyum hidroksit, E vitamini, A vitamini, K vitamini,
biotin, karragenan, ¢inko siilfat, demir siilfat, niasinamid, potasyum iyodiir, bakir
glukonat, mangan stilfat ve yapay ve dogal tatlandiricilardan olusturulabilmektedir. Bar
formunda bir gida takviyesi iiretilecekse bu iiriiniin kompozisyonunda ise D-Pinitol,
ogitiilmis findik, kuru iizlim, ananas, yiiksek maltozlu misir surubu, protein karigima,
fruktoz, karamel, bal, lesitin, soya yagi, tuz, magnezyum oksit, vitaminler, mineraller,
dogal ve yapay tatlandiricilar bulunabilmektedir (Ostlund ve Sherman 1998).

2.4. D-pinitoliin Elde Edilmesi Amaciyla Gergeklestirilmis Calismalar

D-pinitoliin insan saglig1 iizerinde toksik etkisinin olmamasi ve bunun yani sira
birgok farkli hastalik iizerinde olumlu etkilerinin olmasi bu biyoaktif bilesenin
saflagtirilmasi lizerine yapilan arastirmalarin siirekli artmasini saglamistir.

Dengesiz ve diizensiz beslenme aliskanliklart insanlarda gida takviyelerine olan
yonelimi artirmigtir. D-pinitol de bu takviyelerde hatta tibbi ilaglarda yer alan bir
bilesendir. Bu sebeple saflastirilmasi gida ve ilag endiistrisi agisindan 6nem tagimaktadir.

Gilinlimiize kadar bazi aragtirmacilar D-pinitol igeren gida matriksleri lizerinde
farkli ayristirma ve saflagtirma teknikleri uygulamigladir. Bunlar solvent ekstraksiyonu,
adsopsiyon, iyon degistirme ve mikrobiyolojik islemler iceren uygulamalardir
(Baumgartner vd. 1986; Chafer vd. 2014).

Shin vd (2003) gerceklestirdikleri ¢alismada farkli soya fraksiyonlarindan D-
pinitol veya chiro-inositol elde edilmesinde geri kazanim verimliligini artirmay1
hedeflemislerdir (Sekil 2.11). Arastirmada D-pinitol tlirevlerinin farkli mikroorganizma
kiiltiirleri kullanilarak serbest D-pinitol formuna doniismesi saglanmistir. Soya siitii
peynir altt suyunda (soybean curd whey) bulunan D-pinitol glukozitleri, D-pinitol
fosfatlar, D-pinitol fitatlar, D-pinitol esterleri, D- pinitol fosfolipitleri ve lipit-bagl D-
pinitoller gibi bagli formdaki D-pinitol tiirevleri serbest D-pinitol formuna
doniistiiriilmiistiir. Patent altina alinan bu metotta fermentasyon sonunda D-pinitol
konsantrasyonunda bir miktar artis meydana gelmistir (Shin vd 2003). Fermentasyon
asamasindan sonra ilgili fraksiyonlarda bulunan hedef bilesikler aktif komiirle tutularak
bu kimyasaldan kademeli organik solvent eliisyonu yontemiyle geri kazanilmistir. Sonug
olarak %95’lere varan saflik diizeyinde D-pinitol ve chiro-inositol elde etmek miimkiin
olmustur.
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Sekil 2.11. D-pinitoliin yiiksek saflikta elde edilmesine iliskin sistem (Shin vd. 2003)

Camero ve Merino (2004) D-pinitol ve tiirevlerini yiiksek saflikta elde etmede
iyon degistirme tekniginden faydalanmislardir. D-pinitoliin giiclii anyonik ve katyonik
iyon degistirici reginelerle kegiboynuzu ekstraktindan ayrilabilecegini ifade etmisler ve
elde edilen D-pinitoliin saflik diizeyine kullanilan katyonik ve anyonik recinelerin etkisini
aragtirmiglardir. Bu amagla Na® ve Ca™ formundaki giiglii katyonik regineleri
kullandiklar1 denemede %95 saflikta D-pinitol elde ettiklerini; OH- formundaki giiglii
anyonik regine kullandiklarinda ise %91 saflikta D-pinitol elde ettiklerini ortaya
koymuslardir. Ayrica anyonik re¢ine kullaniminin alkali ortamda sekerlerin dekompoze
olmasina neden oldugunu, adsorpsiyonun geri doniigsiiz gerceklestigini ve buna bagh
olarak re¢inelerin rejenerasyonunda problemler yasandigini, bunun da yiiksek maliyetlere
ve regine Omiirlerinin kisa olmasina neden oldugunu bildirmislerdir. Sonug¢ olarak
adsorpsiyon etkileri geri doniislimlii olan stabil katyonik re¢inelerin kullaniminin istenen
hedefe ulagmada etkili olacagini ifade etmislerdir.

D-pinitoliin bitkilerin farkli bolgelerinden de ekstrakte edilebildigi bilinmektedir.
Vidhate ve arkadaglar1 (2015) gerceklestirdikleri ¢alismada begonvil (Bougainviella
spectabilis) bitkisinin govde kismindan aldiklar1 kabuklari D-pinitol agisindan
incelemislerdir. Etanol ekstraksiyonu ile elde ettikleri ekstraktta %0.1128 verimle D-
pinitol oldugunu ortaya koymuslardir.

2.5. Elektrokoagiilasyon

Kolloidal siispansiyon ortamindaki yiiklii partikiillerin zit yiikli iyonlarla
carpismasi sonucu notralize olarak ¢okelmelerine koagiilasyon denmektedir. Genellikle
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1-0,1 nm boyutlu pargaciklar kolloidal olarak adlandirilmaktadir. Bu parcaciklar
kendiliginden ¢okemez ve fiziksel artima yontemleriyle ortamdan uzaklastirilamazlar. Bu
parcaciklarin hizli bir sekilde ortamdan uzaklastirnlmasinda elektrokoagiilasyon
sistemleri kullanilmaktadir (Mollah vd.2001; Ogando vd. 2019).

Bir elektrokoagiilasyon mekanizmasinda koagiilasyon, adsorpsiyon, absorpsiyon,
coktiirme ve flotasyon sistemleri ayni anda gerceklesebilmektedir. Bu siire¢ iic ana
basamakta Gzetlenirse;

1- Elektrolit yiizeylerinde elektrolitik reaksiyonlar
2- S1v1 fazda koagiilasyon olusumu
3- Kolloidal pargaciklarin adsorbe edilmesi, ¢okelme veya ylizdiirme yoluyla

ortamdan uzaklastirilmasi olarak siralanabilir (Y1lmaz ve Karagdzoglu 2019).

Elektrokoagiilasyon sistemini olusturmak i¢in bir hazne igerisinde anot ve katot
elektrotlar1 ve bunlara bagh bir giic kaynag gereklidir (Sekil 2.12). Bu amagla farklh
elektrot materyalleri kullanilmaktadir. Aliiminyum ve gelik en ¢ok kullanilan elektrotlara
ornek olarak verilmektedir (Zaldivar- Diaz vd. 2023).

Anot Katot

Céziinme
Meds)> Me™{aq)+ne
TSa Hidroliz T
Me™{ag+nH, 0> M(OH™ +nH (aq) T

"

Koagiilasyon

® o \

O ® Flokiilasyon o0 .
® o] o.
00 ®.°® .

® o

Flotasyon

\ Hidrojen ve hidroksit olusumu

\ ZHO42e > Hokg+2HO (ag)
\ 2H +2e > H(g)

Coziinme (aliiminyum)

2Al(s)+6H042ZHO > 2[AI(QH)a] (aa)+3H:(g)

iyon indirgenmesi
Me™(aql+ne->Mes)
Me™{ag)+me ->Me"™{aq)

E

Sekil 2.12. Elektrokoagiilasyon sistemi sematik gosterimi (Akarsu 2014)
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Diinya genelinde mevsimsel kurakligin artmasi ve dogal kaynak sularinin g¢esitli
kirleticilere maruz kalmasi atik sularin aritilmasinin 6nemini arttirmaktadir. Atik sular
aritildiktan sonra ¢esitli amaclarla degerlendirilmektedir. Tarimsal alanlarin sulanmasi ve
evsel ve endiistriyel su ihtiyacina yedek kaynak olusturmasi bu amaglara birer drnektir.
Gida endiistrisi yogun atik su bertarafina ihtiya¢ duyan bir sektordiir. Bu sektorde ortaya
cikan atik sularin yapisinda organik ve inorganik madde yiikii olduk¢a yliksek
oldugundan aritilmasi bertarafinda olusturabilecegi ¢evre problemleri agisindan oldukca
onemli bir ihtiyactir.

Siit endiistrisi gida sektoriinde su tiikketimi en yiiksek iiretim alanlarindan biridir.
Bu sebeple atik sularin bertaraf edilmesi olduk¢a Onem tasimaktadir. Bazrafshan vd.
(2012) siit endiistrisinde agiga c¢ikan atiksularin elektrokoagiilasyon sistemi yardimiyla
aritilmasi1 iizerine gerceklestirdikleri aragtirmada aliiminyum elektrotlarla yiiksek
gerilimde (60 V) gerceklesen elektrokoagiilasyon isleminin organik ve inorganik
kirleticilerin ve koliform bakterilerin giderilmesinde etkili oldugunu ortaya koymuslardir.

Genel olarak atik sularin aritilmasinda kullanilan elektrokoagiilasyon iglemi atik
sularda bulunan farkli karakterdeki maddeler {izerine etkilidir. Tekstil sanayinde sulara
karigan boyalarin giderilmesi ve gida sanayinde atik sulardan ya§ ve inorganik
materyaller gibi kirleticilerin uzaklastirilmasinda kullanimi olduk¢a yaygindir (Yaqub vd.
2023; Wang vd. 2023; Patel vd. 2022). Glinlimiizde bu teknik {izerine yapilan arastirmalar
elektrokoagiilasyon sistemlerinin genel kullanim alanlar1 harici yeralti sularina karigan

arsenik ve atik sulardan mikroplastiklerin giderilmesinde de etkili oldugunu ortaya
koymustur (Das vd. 2022; Shen vd. 2022).

Elektrokoagiilasyon prosesinin kullanim alani olduk¢a genis olup ge¢misten
giiniimiize farkli alanlarda iizerine bir¢ok arastirma yiiriitiilmiistiir. Cizelge 2.6’da bu
arastirmalardan Ornekler verilmis olup her birinde kullanilan ¢esitli parametreler
belirtilmistir.

Cizelge 2.6. Cesitli alanlarda gerceklestirilmis elektrokoagiilasyon ¢alismalari

Plaka Alam Plaka ;51::;1
Arastirmacilar Materyal Cesidi Yogunlugu | Arahg: (lilk)
d (mA/cm?) | (cm)
Kiimes hayvanlar1 25-40
Kobya vd. 2006 kesimhanesi Demir 200 1,1 i
atiksuyunun aritilmast
Zeytinyagi .
Kartal vd. 2008 | karasuyundan organik Alu(r:n; lrlll}(’u m 22,5-33,75 0,2 15-30-60
madde giderimi
Atiksulardan Red 23 30
Bayar vd. 2012 boya'r mgddes1 Aliiminyum 0.1 0,5
giderim
. Biyodizel iiretimi
ZAJIII;Iadl vd. atiksuyundan yagin Demir 10-12,5 1 25
uzaklagtirilmasi
Patates cipsi .
Solak vd. 2018 atiksuyundan fosfor Alumlnyum 65 0,5 40-60
Sy Demir
giderimi
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Hacioglu (2024), calismasinda elektrokoagiilasyonun gida alaninda kullaniminda
yeni bir bakis acisi ekleyerek stevia bitkisinden steviol glukozitlerin saflastirilmasinda
elektrokoagiilasyondan faydalanmistir. Stevia bitkisinden steviol glukozitlerin
saflagtirilmasini amaglayan bu ¢alismada oncelikle dekantor ekstraksiyonuna tabi tutulan
stevia bitkisi ardindan elektrokoagiilasyon, membran filtrasyon ve adsorpsiyon
teknikleriyle muamele edilerek sonugta yaklasik kuru madde bazinda %90 toplam steviol
glukozit elde edilmistir.

2.6. Membran Filtrasyon

Membran filtrasyon sistemleri kullanilan membranin gézenek ¢apina ve ayirma
siirma bagli olarak adlandirilmaktadir. Yaygin olarak bu sistemler mikrofiltrasyon,
ultrafiltrasyon, nanofiltrasyon ve ters ozmos olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.13).

_— Pseudomonas
o Influenza diminuta Staphylococcus
H20 = | Sakkaroz Hemo_globin viriisii (0.28 pm) //*"'— ——_bakterileri
= A) (10 A) 7O A) (1000 A) = 0 (1 pm)
= |0 @ o A
: & O O o B e W "
- { } |
R Ay e aiit]
NS Q//
= - Nisasta
(10 um)

Mikrofiltrasyon

Ultrafiltrasyon
- Geleneksel

filtrasyom

Ters osmoz

1A 10 A 100 A 1000 A 1pum 10 um 100 um
Gizenek capr

Sekil 2.13. Farkli gézenek caplarina sahip membran filtrasyon sistemleri (Baker 2004)

Sivi akisinin filtreye dik oldugu klasik filtrasyon sistemlerinden farkli olarak
membran filtrasyonda sivi akisi ve membran c¢apraz konumlanmaktadir. Boylece
membran filtrasyonda sivinin akist membrana paralel olarak gerceklesmekte ve askida
kalan partikiillerin membran yiizeyinde kalarak yilizeyin hizli tikanmasinin Oniine
gecmektedir. Bu durum klasik filtrasyona karst membran filtrasyonun en biiyiik
avantajlarindandir (Oziyci 2014).

Membranlar poliakrilonitril, polivinil klorid-poliakrilonitril kopolimerleri,
polisiilfon, polietersiilfon, polivinilidenflorid, bazi aromatik poliamidler ve seliiloz asetat
gibi materyallerden tiretilmektedirler. Bunlardan polietersiilfon (PES) membranlar genis
pH araliginda ve yiiksek sicakliklarda islem olanagi sunmasi sayesinde en fazla tercih
edilenlerdir (Baker 2004). Ayn1 zamanda genis bir gézenek ¢ap1 araliina sahip ve alifatik
hidrokarbonlara, alkollere ve asitlere kars1 iyi diizeyde kimyasal dayanikliliga sahip
olmalar1 PES membranlarin en 6nemli 6zelliklerindendir.
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Gida endiistrisinde ultrafiltrasyon islemi en ¢ok siit endiistrisinde siitliin konsantre
edilmesinde veya secici olarak laktoz ve tuzlarin ayristirilmasinda kullanilmaktadir.
Ayrica sakkaroz ¢ozeltisinin ve domates sal¢casinin 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 yararlamilmaktadir. Isletmelerde
kullanilan suyun bakteri ve diger kontaminantlardan arindirilmasinda ve ters osmoz
membranlarininin slispanse organik materyaller ve kolloidal bilesiklerle tikanmasini
onlemek amaciyla da ultrafiltrasyon islemi kullanilmaktadir (Charcosset 2021).

2.7. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon; temas ettikleri ylizeyin ¢cekme kuvvetine bagli olarak molekiillerin
ylizeye tutunmasi, bagka bir deyisle iki faz arasinda kalan yiizeyde konsantrasyonunun
artmasidir (Hamutoglu, vd. 2012).

Adsorpsiyon tekniginde sivi veya gazlarin baglandigi 6zel katilara “adsorbent”,
ylizey tizerinde tutunan yani adsorplanan maddeye ise “adsorbad” denmektedir.
Adsorpsiyonun iki tipi olmakla beraber bunlar adsorplanan molekiiliin ylizeyle iligskisine
gore isimlendirilmislerdir. Bunlar fiziksel, kimyasal ve iyonik adsorpsiyondur. Fiziksel
adsorpsiyonda molekiiller yiizeye zayif Van der Waals baglariyla baglanirlen, kimyasal
adsorpsiyonda molekiiller yiizeye kuvvetli kimyasal bag yaparak tutunurlar. Iyonik
adsorpsiyonda ise molekiiller elektrostatik ¢ekim kuvvetlerinin etkisi ile ylizeyde
tutulmaktadirlar (Demir ve Yal¢in 2014).

Zeolit, kil, perlit, aktif karbon, silikajel, recineler ve cesitli polimerler farkli
endiistrilerde ¢ok genis kullanim alan1 bulan adsorbentlerdir. Regineler bu adsorbentler
icinde oldukca fazla tercih edilen ve ayn1 zamanda iyon degistiriciler olarak da bilinen
katt maddelerdir. Iyon degistirici regineler hidrokarbon iskeletlerine bagli olan
fonksiyonel gruplara goére anyon veya katyon degistirici regineler olarak ikiye
ayrilmaktadir (Demir ve Yalgin 2014).

Sekil 2.14. Iyon degistirici recine
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2.8. Box- Behnken Cevap Yiizey Yontemi

Yanit ylizey yontemi, 1951 yilinda P. Box ve B. Wilson tarafindan gelistirilmis
istatistiksel bir veri degerlendirme ve optimizasyon metodudur. Oncelikle kimya
endiistrisinde kullanildig1 bilinen bu metot giiniimiizde biyoteknoloji, ¢esitli mithendislik
dallar1, fiziksel bilimler gibi ¢ok cesitli alanlarda kullanilmaktadir. Ozellikle gida
endiistrisinde pastdrizasyon, ekstraksiyon, biyoteknolojik ¢alismalar, kurutma, pisirme,
enzim iretimi, fermantasyon gibi islemlerin oldugu arastirmalarda sik¢a kullanilan bir
metotdur (Quanhong and Chaili 2005; Bezerra vd. 2008; Ghafoora vd. 2010).

Yanit ylizey metodu (Response Surface Methodology) istatistiksel ve
matematiksel terimleri proseslerin optimizasyonu ve gelistirilmesi i¢in bir arada kullanan
bir yontemdir. Bu yontemin temelini her bir asamada elde edilen verilerin onu takip eden
bir diger asamada kullanilmasi olusturmaktadir. Bu metodun uygulanmasi sirasinda
oncelikle sistemi karakterize etme potansiyeline sahip yanitlarin (performans dlgiileri) ve
bu yanitlarin Tlizerinde etkiye sahip faktorlerin (degiskenlerin) tanimlanmasi
gerekmektedir.

Yanit ylizey yontemi, geleneksel optimizasyon yontemlerinin aksine arastirilan
sistemin verecegi yanitlar1 etkileyen birden ¢ok sayida degiskeni es zamanli olarak
inceleyebilme olanagi sunmasi dolayisiyla prosesin islem parametrelerindeki degisimlere
olan yanitlarin1 en az deneme sayisi ile ortaya koyabilme avantaji saglamaktadir. Bu
durum aragtirmacilara hem maliyet hem de zaman agisindan biiyilk kazanimlar
saglamaktadir (Bezerra vd. 2008).

Yanit ylizey yoOnteminin baglica basamaklar1 denemelerin dizayni, model
gelistirilmesi, varyans (ANOVA) analizi ve optimizasyon olarak siralanabilir.

Prosesler icin belirlenen bagimsiz degiskenler ve yanitlar arasindaki iliski cogu
zaman Onceden tahmin edilememektedir. Bu sebeple Yanit Yiizey Metodu bagimsiz
degiskenler ve yanitlar arasindaki dogru fonksiyonel iliski i¢in bir yaklasim
gelistirmektedir. Sistemin verdigi cevaplar lineer bir fonksiyon ile modellenebilirse o
zaman yaklagim fonksiyonu esitlik 2.1°de goriildiigii gibi birinci dereceden bir modeldir.
Sistemde egrilik tespit edilir ise ikinci dereceden polinomiyal model yani esitlik 2.2°de
goriildiigii gibi daha yiiksek dereceye sahip bir modelin kullanim1 s6z konusudur (Myers
vd. 2009).

Esitlik 2.1 Lineer Yaklasim Modeli (Montgomery,2001)
Yy =PBo+BiXs + -+ BrXit+E

Esitlik 2.2 Polinomiyal Yaklasim Modeli (Montgomery,2001)

y:ﬁo+zm

Genellikle ¢ogu RSM probleminde bu iki model kullanilabilmektedir ancak kiiciik
alanlarda daha iyi ¢alisan polinomiyal model dogru bir fonksiyonel iliski i¢in daha iyi bir
yaklagimdir (Dean ve Voss 1999; Montgomery 2001).
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Yanit Yiizey Metodunda, regresyon modeli, dizayn edilmis denemelerden elde
edilen verilere uygunluk gostermelidir. Elde edilen model yanlizca yaklagim oldugundan,
tahmin edilen degerler ile deneysel olarak elde edilen degerler arasindaki fark (kalinti),
sadece deneysel hatayr degil model formunun uygunsuzlugundan (lack of fit)
kaynaklanan hatayr da icinde barindirmaktadir. ideal durumda, F-degerinin model
uygunsuzlugu i¢in Onemsiz ve regresyon modeli i¢in Onemli olmasi modelin
uygunlugunun test edilmesi icin yeterli goriilmektedir (Eren 2004). Ancak daha iyi bir
tahminleme yapilabilmesi i¢in modelin uygunlugu, “yeterli kesinlik (Adequate
Precision)” istatistigi ile belirlenebilmektedir. Buna gore Adequate Precision degerinin
en az “4” olmasi gerektigi bildirilmektedir (Eren 2004).

Prosesin optimizasyonu i¢in segilen parametrelere bagli olarak ‘“desirability”
fonksiyonu olusturulmaktadir. Bu fonksiyonlar 0-1 degerleri arasinda degisim gosteren
degerler vermektedir. Her bir yanit i¢in ayr1 ayri hesaplanan “desirability” degerleri
yanitlar istenen degere dogru yaklastikca 1°e; uzaklastik¢a 0’a dogru yaklagir. Son olarak
her yanit i¢in elde edilen “desirability” fonksiyonu tanimlanip hesaplanmakta, sonra
geometrik ortalamasi hesaplanarak tiim yanitlar icine alan ortak bir “desirability” degeri
elde edilmektedir (Eren 2004). Lazic (2004)’e gore “desirability” fonksiyonlarinin
standart tahminleme skalasi Cizelge 2.6’daki gibidir.

Cizelge 2.7. Lazic (2004)’ e Gore “Desirabilitry “Fonksiyonlarinin Standart Tahminleme
Skalas1

Standart Tahminleme Istenen

1 Miikemmel
1-0,8 Cok Iyi
0,8—-0,63 Iyi
0,37 -0,20 Yeterli
0,37-0,20 Koti
0,2-0 Cok Koti
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Tez caligmasinda baslangic materyali olarak ticari kegiboynuzu konsantresi
kullanilmistir. Konsantre Antalya ilinde kegiboynuzu ekstraksiyonu (pekmez tiretimi)
yapan bir kurulustan temin edilmistir. Aliminyum kutuda 25 kg’lik ambalajlarda gelen
ekstraktlar analizlere kadar serin, giines gérmeyen ve kuru bir bolgede depolanmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Kec¢iboynuzu ekstraktinin fermentasyonu

Keciboynuzu konsantresinden D-pinitoliin saflastiriimasinda konsantrenin dogal
olarak fazla miktarda igerdigi sekerler (sakkaroz, glukoz ve fruktoz) saflagtirma islemini
zorlagtirmaktadir. Bu sekerlerin ortamdan uzaklastirilmas1 fermentasyon iglemiyle
gergeklestirilmis olup bu amagla Turhan vd. (2010) tarafindan Onerilen yontem
kullanilmistir.

Keciboynuzu konsantresi Oncelikle 5°Bx degerine seyreltilmis ardindan
ortamdaki sekerlerin tamamini kullanarak etil alkole doniistiiren 6zel bir serotip olan
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 36858) kullanilarak fermente edilmistir.
Fermentasyon ortami Turhan vd. (2010) tarafindan belirlenen kosullar esas alinarak
ayarlanmigtir. Proses 30 L hacimli bir biyorektdrde (Sartorius Stedim-Biostat C Plus,
Almanya) gergeklestirilmistir. Fermentasyon denemelerinin gergeklestirildigi sistem
Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. Fermentasyon denemelerinin gerceklestirildigi reaktor sistemi
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Saccharomyces cerevisiae (ATCC 36858) hiicrelerinin fermentasyon ortaminda
halihazirda bulunan sekerleri tamamen kullanmasi hedeflendigi i¢in ortama ayrica karbon
kaynagi ilavesi yapilmamistir. Ancak, fermentasyon igin gerekli olan diger
zenginlestirme materyalleri ortama eklenmistir. ilave edilen maddeler ve miktarlart
Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Fermentasyon ortamina ilave edilen maddeler (Turhan vd. 2010)

Ilave edilen maddeler Miktar (g/L)

Maya Ekstrakti 6

Kalsiyumkloriir (CaCl2.2H20) 0,3
Amonyumsiilfat (NH4)2S04) 4
Magnezyumstilfat 1

(MgS04.7H20)
Potasyumdihidrojenfosfat 1,5
(KH2PO4)

Fermente edilen keciboynuzu ekstrakti oncelikle 4000 rpm hizinda santrifiij
edilmig ardindan kaba filtreden gecirilerek elektrokoagiilasyon denemelerinde

kullanilmak iizere 3 L hacimde plastik bidonlara doldurulup -18°C’de dondurucuda
saklanmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Elektrokoagiilasyon denemelerinde kullanilan fermente keciboynuzu
ekstraktlari
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3.2.2. Fermente keciboynuzu ekstraktinin elektrokoagiilasyonu

Fermente keg¢iboynuzu ekstraktinin elektrokoagiilasyonu (EK) i¢in hem bu
caligmada hem de laboratuvarimizda gerceklesmis baska bir tez caligmasinda kullanilmak
iizere bir elektrokoagiilasyon sistemi dizayn edilmistir. Sistemin parcalarinin teknik
cizimi ve kurgulanmasi asamasindan sonra sistemin cam elemanlar1 Antalya Akdeniz
Sanayi bolgesinde bulunan bir cam {iriin tesisi olan HRT Cam firmasinda, metal levhalar
ise 0zel bir lazer kesim isletmesinde plakadan kesim yapilarak iiretilmis ve kurulum i¢in
Akdeniz Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii laboratuvarina getirilmistir.

EK sistemi;
o Elektrot plakalar
¢ Elektrokoagiilasyon reaktorii
¢ Sogutucu akigkan {initesi
e Manyetik karistirici (Heidolph, MR Hei- Standard, Almanya)
e Peristaltik pompa (Watson- Marlow, Ingiltere)
o Giig tlinitesi (redresor, [Artsan, AD3-C200, Tiirkiye])
e Sogutmali su banyosundan (Jeio Tech, RW-3025G, Kore) olusmaktadir.

Sogutucu akiskanin gegecegi cam hazne temperli, 10 mm kalinlikta ve rodajl
olarak tretilmistir. Kullanilan elektrot plakalar ile aliiminyum (Al) ve 304L paslanmaz
celik () levhalardan teknik ¢izimler ile belirlenmis ebatlarda yiizey alanlara sahip olacak
sekilde lazer ile kesilerek iiretilmistir.

Sekil 3.3. EK sisteminin reaktor hiicresine ait teknik ¢izim (Hacioglu 2024)
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Sekil 3.4. Sogutucu akiskan tinitesine ait teknik ¢izim (Hacioglu 2024)

Glig iinitesi (redresor) EK sisteminin elektrik giiciinii saglamakta olup Giiney
Agripark Tarimsal Arastirmalar San. ve Tic. Anonim $ti. tarafindan 6zel olarak
iirettirilmis ve laboratuvarda kurulumu saglanmistir. Bu {initenin teknik olarak 100-200
Amper (A) akim ve 10- 70 Volt (V) degerleri arasinda ¢alisabilmesi ve tez ¢alismasinda

kullanilacak olan akim yogunlugunun 20-100 mA/cm? aralifinda olacak sekilde

belirlenmis olmas1 nedeniyle gerekli olan etkin elektrot yiizey alam1 500 cm? olarak

hesaplanmistir. Bu hesaplamada akim yogunlugunu, akim ve etkin yiizey alanina baglh
olarak ifade eden formiil (3.1) kullanilmigtir.

J=I/A (3.1)
J: Akim yogunlugu (mA/cm?)

I: Akim (mA)

A: Etkin elektrot yiizey alani (cm?)

Gli¢ initesinin minimum akim miktart olan 10 A degeri ve ¢aligmanin bir diger
parametresi olan akim yogunlugunun minimum degeri olan 20 mA/cm? formiilde
yerlerine yazildiginda;

20 = 10000/ A => A= 500 cm?
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olarak etkin elektrot yiizey alani hesaplanmistir. Tasarimlar ve ¢izimler bu deger goz
Ontine alinarak gerceklestirilmistir. EK reaktoriiniin yani elektrokoagiilasyon isleminin
gerceklesecegi haznenin tasariminda etkin elektrot yilizey alanimi kaplayacak siviyi
minimum diizeyde tutmak hedeflenmis ve 3L hacimde tasarlanmasi uygun bulunmustur.
Sogutucu tinitesi ise EK reaktoriinii i¢ine alacak ve etrafinda soguk akiskanin sirkiile
etmesini saglayacak sekilde tasarlanmistir.

Sekil 3.5. Elektrot plakalarina ait teknik ¢izim (Hacioglu 2024)

Sekil 3.6. 5 cm aralikla yerlestirilmis plakalara ait teknik ¢izim (Hacioglu 2024)
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Sekil 3.8. Sogutucu akigkan {initesi

Sekil 3.9. Elektrot plakalar
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Sogutucu Peristaltik
Unitesi pompa
Sogutmali
su banyosu
Manyetik | ©
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Sekil 3.10. EK Sistemi

EK sistemi tasarimi ve kurulumu tamamlandiktan sonra Box- Behnken
denemelerinde kullanilacak plaka gesitlerinin belirlenmesi asamasina geg¢ilmistir. Bu
amagla aliminyum (Al) ve 304L tip paslanmaz c¢elik (C) levhalar kullanilmistir. Bu
plakalarin kombinasyonlar1 anot (-) ve katot (+) degisimleriyle;

1. Aliiminyum (+) / Aliminyum (-)
2. P.Gelik (+) / P. Celik (-)
3. Aliiminyum (+) / P. Celik (-)

4. Aliminyum (-) / P. Celik (+)

olarak kurgulanmistir. Plaka se¢iminde, plaka belirlendikten sonra uygulanacak olan ve
Design- Expert programi tarafindan olusturulan Box- Behnken deneme deseninin
bagimsiz degiskenlerinin orta noktalar1 (elektrot araligi: 3cm, akim yogunlugu 60
mA/cm?, gerilim: 30 V, siire: 60 dk) esas alinmigtir. Denemeler 3L hacimde her seferde
yeni plaka kullanilarak gergeklestirilmis olup sonrasinda dinlendirilerek kaba filtre
kagidindan gecirilmistir. Ardindan santrifiijle tortusundan ayrilan 6rneklerde D-pinitol
miktar1, toplam fenolik madde miktari, renk ve bulaniklik analizleri gergeklestirilmistir.
Bunun sonucuna gore en yiiksek D-pinitol, en diislik toplam fenolik madde, en diisiik
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bulaniklik degeri ve en renksiz sonucu veren uygun plaka c¢esidi kombinasyonu deneme
deseninde kullanilmak {izere se¢ilmistir.

Plaka ¢esidinin belirlenmesinin ardindan elektrokoagiilasyon sartlarini optimize
etmek amaciyla kullanilan ve Design Expert programi tarafindan olusturulan Box-
Behnken Cevap Yiizey Metodu’na ait deneme deseninin uygulanmasina ge¢ilmistir. Bu
yontemde, minimum (-1), orta (0) ve maksimum (+1) olmak iizere her bir degiskenin esit
aralikta ti¢ farkl seviyede Ol¢iimii yapilarak secilen yanitlarin degisimi incelenmistir. Bu
degerler Cizelge 3.2°de verilmistir. Bagimsiz degiskenlerin degerlerinin se¢iminde
islemin uygulanacagi sistemin ¢alisma kosullari, gergeklestirilen 6n denemeler ve cesitli
elektrokoagiilasyon uygulamalarint igeren literatiir ¢alismalari goz Oniine alinarak
secilmistir (Kartal vd. 2008; Bazrafshan vd. 2012; Solak vd. 2018).

Cizelge 3.2. Bagimsiz degigkenler

Bagimsiz Degisken -1 0 +1
Elektrot Aralig1 (cm) 1 3 5

Akim Yogunlugu (mA/cm?) 20 60 100
Gerilim (V) 10 30 50

Siire (dk) 30 60 90

Bagimsiz degiskenleri Cizelge 3.2°de verilen EK islemi icin Design Expert
programinin olusturdugu ve orneklere uygulanacak olan deneme deseni Cizelge 3.3’deki
gibidir.
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Cizelge 3.3. Design Expert programi tarafindan olusturulan Box-Behnken Deneme

deseni
Deneme No Elektrot AKkim Gerilim Siire
Arah@ Yogunlugu W) (dk)
(cm) (mA/cm?)
1 3 20 20 60
2 3 60 20 90
3 5 60 30 90
4 3 100 30 90
5 5 100 30 60
6 5 60 20 60
7 3 60 30 60
8 1 60 30 90
9 1 100 30 60
10 1 60 30 30
11 3 100 20 60
12 5 60 40 60
13 3 20 30 30
14 3 100 30 30
15 1 60 40 60
16 3 60 30 60
17 3 20 30 90
18 3 60 30 60
19 3 100 40 60
20 3 60 20 30
21 3 20 40 60
22 3 60 40 90
23 3 60 40 30
24 5 20 30 60
25 5 60 30 30
26 1 20 30 60
27 1 60 20 60

Elektrokoagiilasyon uygulamasi sonrasinda Orneklerde toplam kuru madde
miktar1, D-pinitol miktari, toplam fenolik madde miktari, renk ve bulaniklik analizleri
gerceklestirilerek hedeflenen; goriiniimii renksiz (L degeri en yiiksek), bulanikligi en
diistik, fenolik madde icerigi en diisiik ve D-pinitol igerigi en yiiksek ekstraktin elde
edildigi kombinasyona karar verilmistir.

3.2.3. Membran filtrasyon uygulamasi

Ekstraktin saflastirilmasindaki bir diger basamak olan membran filtrasyon teknigi
membran filtrasyon sistemi kullanilarak ger¢eklestirilmistir (Sartorius Stedim, Almanya).
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Sekil 3.11. Membran filtrasyon sistemi

Sisteme entegre membranlar ultrafiltrasyon (UF) i¢in 6n denemelerde belirlenen
30 kDa ayirma sinirina sahip (MWCO) polietersiilfon (PESU) membran filtrelerdir.
Membran filtrasyon uygulamalar1 %90 permeat alinacak sekilde 2 bar besleme basincinda
yapilmistir (Hacioglu vd. 2020). islem sonucunda permeat akis1 bir diger basamak olan
adsorpsiyon islemine alinmistir.

3.2.4. Adsorbent uygulamasi

Adsorbsiyon denemelerinde PADI1200, aktif komiir ve karigik yatak regine
adsorbentleri denenmistir. On denemeler sonucunda aktif komiiriin renk sorunlarina
neden oldugu; PAD 1200’{in ise D-pinitol’ii de biinyesine adsorplayarak D-pinitol
miktarini azalttig1 tespit edilmistir. Karisik yatak reginenin istenilen amaca daha uygun
calistig1 tespit edilmistir.

Membran filtrasyon sonras1 30 kDa ayirma siniria sahip membrandan alinan
permeat akis1 Purolite MB400 (sulfonic acid quaternary amonium) karisik yatak recinesi
ile hazirlanan sistemden gecirilmistir (Sekil 3.12). Karisik yatak regineler gida
endiistrisinde farkli minerallerin ortamdan uzaklastirilmasinda, seker cozeltilerinin
saflagtirllmasinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Demir ve Yalgin 2014).

On denemelerle miktar belirlenen ve biirete doldurulan 30 gr recine dncelikle 30
ml ultra saf suyla yikanarak ardindan 25 ml 6rnekle sartlanmistir. Sartlanma sonrasi
manuel pompa yardimiyla icerdeki sivi disar1 atilmig ve 75 ml 6rnek beslenmistir.
Ornegin sistemin altindan toplanmasinda manuel pompadan destek almmistir. Alman
orneklerde tanimlayici analizler gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.12. Adsorpsiyon islemi i¢in olusturulan sistem
3.2.5. Tanimlayici analizler
3.2.5.1. Toplam kuru madde analizi

Tiim 6rneklerde toplam kuru madde analizi, 6rneklerden 10 ml tartilarak etiivde
70 °C’ de sabit agirliga gelene kadar kurutulmasiyla gerceklestirilmistir (Cemeroglu
2013). Tartimlarda kullanilan cam petriler analizlerin Oncesinde sabit tartima
getirilmistir. Sonuglar asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmastir;

% Toplam kuru madde = ((M2-M;)/M) x 100
M: Tartilan 6rnek miktar1 (g)
Mi: Kullanilan cam petrinin agirligi(g)
Mz: Uzerine drnek eklenen cam petrinin kurutma sonrasi agirlig: (g)
3.2.5.2. Toplam fenolik madde miktar1 analizi

Toplam fenolik maddenin (TFM) kolorimetrik olarak tayininde Spanos ve
Wrolstad (1990) tarafindan tanimlanan spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Bu
amagla orneklerden bir tiipe 100 pl alinip iizerine 900 pl destile su eklenmistir. Ardindan
5 ml 0.2N Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi ve 4 ml doymus sodyum karbonat ¢ozeltisi (75 g/l)
ilave edilerek tlip iyice karigtirildiktan sonra 2 saat beklenerek spektrofotometrede
(Shimadzu UV-160A) 765 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur. Daha
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onceden hazirlanmis olan gallik asit standardi1 kurvesinden (EK-1) yararlanilarak toplam
fenolik madde miktar1 (mg/L) hesaplanmistir.

3.2.5.3. Bulaniklik analizi

Orneklerdeki bulaniklik tiirbidimetre (Hach 2100N) kullanilarak NTU
(Nepholometric Turbidity Unit) degeri cinsinden belirlenmistir. Bu amagla 6rnekler
tiirbidimetrenin 6rnek hiicresine yerlestirilip hiicre kapagi kapatilmig daha sonra dl¢tim
yapilarak okunan deger bulaniklik (NTU) olarak kaydedilmistir (Tajchakavit vd. 2001).

3.2.5.4. Renk analizi

Orneklerin renk yogunlugunun 6l¢iimiinde Hunter Lab. UltraScan-VIS (Hunter
Associates Laboratory Inc., USA) renk 6l¢lim cihazi kullanilmistir. Sonuglar L, a, b
degerleri olarak ifade edilmistir. L degeri 0 (siyah) ve 100 (beyaz) arasindaki aydinlik
degerini, a kirmizilik-yesillik, b degeri ise sarilik- mavilik degerlerini ifade etmektedir
(Y1ldiz ve Karhan 2021).

3.2.5.5. HPLC ile sekerlerin ve D-pinitoliin analizi

Orneklerde sekerlerin ve D-pinitoliin miktart HPLC ile harici standart metodu
kullanilarak belirlenmistir (Tetik vd., 2011). Analizde Shimadzu marka HPLC cihaz1 (LC
20 AD), Transgenomic Nucleogel 87P kolon (3250x4,6 mm ID) ve refraktif indeks
dedektor (RID) kullanilmistir. Hareketli faz olarak Milli-Q su (izokratik) kullanilmistir.
Hareketli faz akis hiz1 0,6 ml/dk olarak ayarlanmistir. Ornekler 0,45 pm gdzenek ¢apina
sahip filtreden siiziildiikten sonra cihaza enjekte edilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL olup
kolon firimi sicakligt 85 °C ve dedektor (RID) hiicre sicakligi 60 °C olarak ayarlanmistir.
Sonuglar  sakkaroz, glukoz, fruktoz ve D-pinitol standartlarindan farkli
konsantrasyonlarda  ¢ozeltiler kullanilarak  hazirlanmig  kurveler  kullanilarak
degerlendirilmistir (EK-2, EK-3, EK-4, EK-5)

3.2.5.6. Toplam mineral madde analizi

Porselen kiil krozeleri yikanip kurutulduktan sonra 550°C ‘lik kiil firinina koyulup
sabit tartima gelmesi saglanmigtir. Daha sonra desikatore alinip sogutularak agirliklar
saptanmistir. Daha sonra krozelere 25 ml 6rnek koyulup duman ¢ikist sonlanana kadar
siirdiiriilen 6n yakma isleminin ardindan krozeler kiil firinina yerlestirilmis ve kiil
tamamen beyaz olarak elde edilene kadar yakma islemi siirdiiriilmiistiir. Yakma islemi
sonrasinda desikatore alinan krozelerde hassas tartim gerceklestirilmistir (Cemeroglu
2013).

3.2.6. istatistiksel analizler

Optimizasyon denemelerinde kullanilan plakanin cinsi optimizasyon denemeleri
icin belirlenen sistemin bagimsiz degiskenlerinin (elektrot aralii, gerilim, akim
yogunlugu) orta nokta degerlerinde plakalarin kombinasyonlarinin denenmesi ardindan
sonuclarin SPSS analiz edilmesi sonucu belirlenmistir.

Optimum islem kosullar1 Yanit Yiizey Metodu (Response Surface Methodology)
kullanilarak belirlenmistir (Peixoto vd. 2017). Elektrot araligi, akim yogunlugu, gerilim
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ve siire bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. D-pinitol miktari, fenolik madde
miktar1 ve renk degerleri ise sistemin yanitlar1 olarak kullanilmigtir. Verilerin Box-
Behnken istatistiksel analizinde Design Expert (trial) programi kullanilarak ANOVA
tablosu olusturulmustur.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Ke¢iboynuzu Pekmezinin Fermentasyonu

Ana materyal olarak kullanilan kegiboynuzu konsantresi oncelikle 5 °Bx degerine
seyreltilerek fermentasyona hazir hale getirilmistir. Fermentasyonda kullanilan Saccharomyces
cerevisiae (ATCC 36858) mikroorganizmasinin yiiksek verimlilikle ¢alismasini saglamak i¢in
ekstrakt  zenginlestirilmistir. Fermentasyon ortami1 olan kegiboynuzu ekstraktinin
zenginlestirilmesi icin ilave edilen bilesenler ve konsantrasyonlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Fermentasyon sonunda HPLC ile sekerler ve D-pinitol analizi yapilmis olup sekerlerin
mayalar tarafindan tamamen tiiketildigi saptanmistir. Fermentasyon denemeleri plaka ¢esidinin
belirlenmesinde kullanilacak olan fermente 6rnek ve elektrokoagiilasyon denemelerinde
kullanilacak olan fermente ekstrakt olarak iki farkli partide iiretilmistir. Elektrokoagiilasyon
icin kullanilacak fermente ekstraktlarda saptanan D-pinitol miktar1 29,95 £ 0,11 g/100 g KM
diizeyinde belirlenmis olup kitle halinde {iretilen fermente 6rnekler saklama kaplarina (plastik
bidon) alinarak -18 C deki derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Cizelge 4.1. Keciboynuzu ekstraktinin 5°Bx'e seyreltilmis ve fermente edilmis formlarimin
tanimlayict analizlerin sonuglari

5°Bx Ke¢iboynuzu Fermentasyon
Ekstrakt: sonrasinda ekstrakt
D-Pinitol 35,04 £ 0,05 29,95+ 0,11
(g/100 g km)
Sakkaroz 44,8 £0,20 -
(g/100 g km)
Glukoz 9,20 £0,45 -
(g/100 g km)
Fruktoz 8,75 £0,50 -
(g/100 g km)
L 0,125+ 0,01 0,205 + 0,01
(hunter)
a -0,03 £ 0,01 0,795 £ 0,08
(hunter)
b 0,13 +0,05 0,247 £ 0,07
(hunter)
Toplam fenolik madde 764,19 + 26,83 751,04 + 48,76
(mg GAE /L)
Bulamkhk 5851941 383 +7,76
(NTU)
Toplam mineral madde 4,85+ 0,05 22,85 0,44
(g/100 g km)

Fermente keg¢iboynuzu ornekleri EK sistemi i¢in plaka belirleme ve Box- Behnken
deneme deseni analizleri igin iki ayr1 partide tiretilmistir. Bu ayrimin sebebi laboratuvarimizda
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gerceklesen ¢esitli teknik aksakliklar olup iki farkli yigin iiretim yapilarak bu problem
cozllmiistiir. Her bir elektrokoagiilasyon denemesinden dnce standart icerige sahip bir adet
saklama kabi derin dondurucudan c¢ikartilmis ve oda sicakliginda bekletilerek
¢Oziindiirtilmiistiir.

Sekil 4.1. A: 5 ° Bx’e seyreltilen ke¢iboynuzu ekstrakti, B: Fermentasyon sonrasi ke¢iboynuzu
ekstrakti

4.2. Elektrokoagiilasyon Uygulamasinda Plaka Cesidinin Belirlenmesi

Elektrokoagiilasyon denemelerinde kullanilacak olan plaka ¢esidinin belirlenmesi i¢in
iretilen fermente ekstraktlarda baslangic D-pinitol varligt 17.0 g/100g KM diizeyinde
bulunmustur. Bu deger elektrokoagiilasyon oncesinde ekstraktlarda bulunan ve heniiz
uzaklastirilmamis olan safsizliklarin varligindan dolay1 elektrokoagiilasyon denemeleri
sonrasinda elde edilen sonuctan daha diisiik cikmistir. Elektrokoagiilasyon sonrasinda
safsizliklar 6nemli diizeyde uzaklastirildigi i¢cin D-pinitol konsantrasyonu toplam kuru madde
icinde oransal olarak artmistir.

Elektrokoagiilasyon denemelerinde kullanilan plakalarin se¢imi Design Expert
programi tarafindan olusturulan deneme deseninde sistemin bagimli degiskenleri olarak
belirlenen plaka araligi, akim yogunlugu ve gerilim parametrelerinin orta nokta degerleri
kullanilarak belirlenmistir. Orta nokta degerleri; elektrot araligi 3 cm, akim yogunlugu 60
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mA/cm?, gerilim 30 V, siire 60 dakika olarak programa kaydedilmistir. Denemelerde
kullanilmak {izere secilen plakalar ¢cevre uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan aliiminyum
ve celik plakalar olup anot ve katot kombinasyonlar1 asagida verilmistir.

Aliiminyum (+) / Aliiminyum (-),
Paslanmaz ¢elik (+) / Paslanmaz ¢elik (-),
Aliiminyum (+) / Paslanmaz ¢elik (-),
Aliiminyum (-) / Paslanmaz ¢elik (+)

Bu kombinasyonlarda iki adet plaka ile dort farkli kombinasyon elde edilmistir. Her
denemede iki adet plaka ve 3 L standart 6zelliklere sahip ekstrakt kullanilmistir (Sekil 4.2).
Denemeler 2 tekerriir ve iki paralel olarak gergeklestirildigi i¢in her kosulda 4 adet deneme
yapilmigtir. Elektrokoagiilasyon uygulamasi sonrasinda orneklerde (Sekil 4.3) D-pinitol
miktari, toplam fenolik madde miktari, renk (L degeri) ve bulaniklik analizleri

gergeklestirilerek en uygun kombinasyona karar verilmistir.

Sekil 4.2. Plaka ¢esidinin belirlenmesi denemeleri

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS (IBM SPSS Statistics, Version 25.0) istatistik
programi kullanilmistir. Verilere dncelikle normal dagilim ve varyanslarin homojenligi testleri
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uygulanmis; bu testler sonucunda elde edilen verilere gore ANOVA ve Kruskal-Wallis H
testlerinden yararlanilmistir. Coklu karsilagtirma icin ise Tukey HSD ve Tamhane’s T2 testleri
yapilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Plaka se¢imi denemelerinin degerlendirilmesi

Analiz Kontrol Al (+) /Al (-) CH/CH) Al(H)/C () Al(-)/C ()
Parametreleri

D-pinitol
miktari 17,00+0,13* 23,0340,68° 21,1241,19%° 22,09+0,43¢° 22,09+0,64°
(g/100 g KM)

Toplam fenolik
madde miktar:
(mg gallik asit 771,36%3,13% 203,83+10,42° | 114,67+13,79° | 214,31+10,70%° | 114,66+6,08°

/100 g KM)

Bulamklik 128,75+ 9,17¢ | 132,50+11,61° | 214,50425,40° | 130,0420,80° | 37,55+7,00
(NTU)

L degeri 0,17+0,01° 22,83+16,22%b¢ 5,60+2,97° 18,08+3,73° 42,36+2,75¢

* Aymi satirdaki farkli harfler p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilig: ifade eder.

Sekil 4.3. Plaka denemeleri sonucunda elde edilen ekstraktlar

Cizelge 4.2°de yer alan plaka se¢imi denemelerinin sonuglar1 g6z oniine alindiginda D-
pinitol miktar1 agisindan kontrol grubuyla (fermente kegiboynuzu ekstrakti) Al (+) / Al (-), Al
(+) / C (-) ve Al (-) / C (+) kombinasyonlarinda istatistiksel olarak énemli fark saptanirken
toplam fenolik madde miktar1 a¢isindan kontrol grubuyla tiim plaka gruplari arasindaki farkin
onemli oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Ayni zamanda bulaniklik degerlerinde kontrol grubuyla
sadece Al (-) / C (+) segeneginde istatistiksel olarak énemli (p<0,05) fark bulunmus olup L
degerleri agisindan ise kontrol grubuyla Al (+) / C (-) ve Al (-) / C (+) gruplart arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (p<<0,05). Bu sonuglara gore kontrol grubu ile

39



BULGULAR ve TARTISMA Y. ALPER KUTUK

istatistiksel agidan 6nemli fark bulunan, toplam fenolik madde ve bulaniklik degerleri en diisiik
sonuclar alinan Al (-) / C (+) plaka kombinasyonunun denemelerin tamaminda kullanilmasinin
daha uygun oldugu saptanmustir.

Al (-) / C (+) plaka kombinasyonu kullanilarak Cizelge 3.3’de verilmis olan deneme
deseni kosullar1 saflastirma denemeleri i¢in iiretilen fermente keciboynuzu konsantresine
uygulanmistir.

Fermentasyon islemi sonrast elde edilen fermente kegiboynuzu ekstrakti
elektrokoagiilasyon islemi sonrasi koagiilasyon ve flok olusumu i¢in dinlendirilmis ve daha
sonra santrifiij (4000 rpm, 15 dk) edilmistir. Santrifiij sonrasinda kalan berrak kisim kaba filtre
kagidindan gecirilerek sonraki agamalar ve analiz i¢in -18° C’de saklanmustir.

4.3. Fermente Keciboynuzu Ekstraktlarinda Elektrokoagiilasyon Isleminin
Optimizasyonu

On deneme galigmalarinda elde edilen bulgulara gore belirlenen elektrokoagiilasyon
plaka kombinasyonu (Al (-) / C (+)) deneme desenine uygulanmis ve her bir denemede elde
edilen sonuclar ortalama deger ve standart sapmalariyla Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Elektrokoagiilasyon deneme deseninde elde edilen orneklerin bazi belirleyici

ozellikleri ve kimyasal bilesimi

Toplam Toplam
- D-Pinitol Fenolik . Renk Renk Renk
Ornek mineral | Bulamkhk . . .. <.
No (g/100g Madde. Madde (NTU) (L degeri) | (a degeri) | (b degeri)
KM) (mg gallik (%)
asit/KM)

1 44,60+1,2 | 84,70+0,9 2?:3? 9,310,04 | 45,2940,01 | 25,56%0,01 | 69,81+0,04
2 42,45+1,3 | 123,68+1,3 | 23,75+1,61 5,31+0 53,94+0,01 | 21,57+0,02 | 74,86+0,02
3 47,40£0,3 | 54,49+0,8 | 26,20+1,62 | 10,5+0,07 | 54,27+£0,01 | 22,31+0,02 | 77,32+0,02
4 48,50+0,7 | 91,52+1,4 | 22,38%+1,77 5+0,02 54,06+0,03 | 19,31+0,03 | 73,4910

5 48,6840,2 | 191,90+£2,7 | 27,49+1,54 | 5,11£0,21 | 48,42+0,01 | 27,94+0,03 | 74,84+0,09

6 49,44+0,2 | 202,62+0,6 | 27,08+2,09 | 2,19+£0,02 | 17,95+0,01 | 26,72+0,07 | 30,46+0,02

7 43,4620,2 | 192,87+0,9 | 22,85+1,8 | 8,65+0,02 | 50,02+0,06 | 24,31+0,01 | 74,31+£0,03

8 40,40%0,2 | 122,71+£0,6 | 23,48+1,74 | 50,7+£0,7 | 56,62+0,09 | 6,55+0,07 | 55,15+0,04

9 53,0940,2 | 158,77+0,7 | 25,70+£2,54 20+0,7 22,87+0,04 | 13,59+0,05 | 36,37+0,08
10 41,3240,9 | 193,85+0,3 | 26,30+1,54 | 14,6+£0,2 | 30,13+0,02 | 21,53+0,01 | 48,81+0,03
11 44,63%0,7 | 220,16%0,7 | 26,20+2,08 | 8,98+0,01 | 46,61+0,06 | 25,14+0,01 | 70,81+0,06
12 47,3622,5 | 128,56+0,8 | 24,87+2,43 | 4,17+0,07 54,29+0 | 23,95%0,02 | 78,2540,07
13 48,04%0,2 | 202,62+0,7 | 24,86%1,67 8,08+0 8,25+0,01 | 21,11+£0,06 | 13,82+0,3
14 48,44%0,1 | 212,37£2,0 | 25,8842,04 | 19,3+0,14 | 26,23+0,02 | 28,1340,04 | 44,08+0,01
15 52,06£0,7 | 196,77+1,4 | 27,27£2,89 | 2,86+0,04 | 63,68+0,03 | 15,47+0,01 | 74,07+0,07
16 48,42+0,3 | 120,76+0,7 | 25,214+2,43 2,8+0 53,21+£0,01 | 25,9340,04 | 78,90+0,14
17 43,50+0,4 | 139,2842,0 | 25,30+1,30 | 4,45+0,03 | 52,27+0,01 | 24,5940,01 | 75,96+0,06
18 53,0242,9 | 155,84+1,4 | 26,84+1,9 4,840,02 | 55,20+0,01 | 23,09+0,02 | 77,66+0,07
19 42,2704 | 172,41+£0,7 | 23,95+1,04 | 23+0,07 | 35,92+0,02 | 23,61+0,06 | 58,02+0,04
20 52,23+1,4 | 230,884+0,7 | 28,02+2,10 | 15,9+10,14 3,47+0 13,40+0,02 | 5,7340,02
21 44,80%0,1 | 169,49+1,3 | 25,98+1,56 | 3,98+0,01 | 47,09+0,02 | 21,86+0,01 | 67,96+0,01
22 53,2612,4 | 142,20+£2.0 | 26,38+1,32 | 4,3+0,19 | 48,65+0,02 | 21,4840 70,8240,1
23 44,04+1,0 | 86,65+1,4 | 29,15+1,54 | 3,75+0,02 | 31,66%0,01 | 30,26+0,03 | 52,81+0,03
24 50,77£0,5 | 64,24+1,8 | 36,02+2,08 | 4,02+0,09 47,37+0 | 24,95+£0,01 | 71,17%0,02
25 4332422 | 147,07£0,8 | 27,1622,3 | 15,6+0,28 | 8,95+0,01 | 22,09+0,05 | 15,09+0,07
26 47,1582.2 | 59,36+0,6 | 28,87+1,87 | 3,75+£0,06 | 38,95+0,01 | 28,11+0 | 63,54+0,02
27 51,05£2,5 | 75,93+£0,6 | 25,39+2,10 | 4,44+0,14 63,4110 14,97+£0,01 | 73,56%0,06

Sonuglar paralellerin ortalamasi olarak verilmistir. Design expert programi tarafindan

olusturulan ANOVA tablolar1 Cizelge 4.4;4.7 ‘de verilmis olup Cevap-Yiizey YoOnteminde
model uygunlugu saglanamamistir. Model i¢in anlamli (significant), model uyumsuzlugu (Lack
of fit) degeri i¢in anlamsiz (non-significant) sonucu beklenmis ancak elde edilememistir).
Bunun nedeninin farkli akim siddeti ve biiytikliigli degerlerinin diizensiz sonuglar vermesi ve
secilen bagimsiz degiskenlerin deger araliklarmin yeterince genis olmamast oldugu
diistinilmistiir.
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Cizelge 4.4. D-pinitol miktar1 i¢in kuadratik model ANOVA tablosu

Source Sum of | df Mean F value p-value
Squares Square Prob.>F

Model 83,91 14 5,99 0,68 0,7580 Not

Significant

A- Elektrot | 1,01 1 1,01 0,11 0,7409

Arahgi

B- Akim 13,78 1 13,78 1,56 0,2354

Yogunlugu

C- Gerilim | 6,093E- 1 6,093E- 6,897E- 0,9795
003 003 004

D- Siire 1,92 1 1,92 0,22 0,6493

AB 2,39 1 2,39 0,27 0,6125

AC 0,32 1 0,32 0,036 0,8532

AD 2,20 1 2,20 0,25 0,6270

BC 0,36 1 0,36 0,041 0,8426

BD 7,17 1 7,17 0,81 0,3853

CD 43,77 1 43,77 4,95 0,0460

A? 2,63 1 2,63 0,30 0,5952

B? 4,20 1 4,20 0,48 0,5036

C? 0,71 1 0,71 0,080 0,7820

D? 9,32 1 9,32 1,05 0,3246

Residual 106,02 12 8,83

Lack of Fit 92,16 10 9,22 1,33 0,5035 Not

Significant
Pure Error 13,85 2 6,93
Cor Total 189,92 26
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Cizelge 4.5. Fenolik madde miktar1 i¢in kuadratik model ANOVA tablosu

Source Sum  of | df Mean F value p-value
Squares Square Prob.>F
Model 156,26 14 11,16 0,56 0,8477 Not
Significant
A-Elektrot | 0,30 1 0,30 0,015 0,9040
Arahgi
B-Akim 3,80 1 3,80 0,19 0,6693
Yogunlugu
C-Gerilim | 0,031 1 0,031 1,565E- 0,9691
003
D-Siire 0,29 1 0,29 0,015 0,9050
AB 16,12 1 16,12 0,81 0,3848
AC 2,39 1 2,39 0,12 0,7345
AD 6,25 1 6,25 0,32 0,5847
BC 1,64 1 1,64 0,083 0,7786
BD 5,29 1 5,29 0,27 0,6147
CD 90,25 1 90,25 4,56 0,0541
A? 0,55 1 0,55 0,028 0,8702
B? 2,08 1 2,08 0,11 0,7515
C? 0,14 1 0,14 6,856E- 0,9354
003
D? 22,87 1 22,87 1,15 0,3037
Residual 237,72 12 19,81
Lack of Fit | 192,00 10 19,20 0,84 0,6563 Not
Significant
Pure 45,72 2 22,86
Error
Cor Total | 393,98 26
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Cizelge 4.6. Bulaniklik i¢in kuadratik model ANOVA tablosu

Source Sum  of | df Mean F value p-value
Squares Square Prob.>F
Model 2414293 | 14 1724,49 1,52 0,2350 Not
Significant
A-Elektrot | 4656,88 1 4656,88 4,12 0,0652
Arahgi
B-Akim 4330,86 1 4330,86 3,83 0,0741
Yogunlugu
C-Gerilim | 1,41 1 1,41 1,247E- 0,924
003
D-Siire 1,20 1 1,20 1,064E- 0,9724
003
AB 9588,33 1 9588,33 8,48 0,0130
AC 3,21 1 3,21 2,840E- 0,9584
003
AD 426,42 1 426,42 0,38 0,5507
BC 94,33 1 94,33 0,083 0,7777
BD 27,96 1 27,96 0,025 0,8777
CD 32,23 1 32,23 0,028 0,8688
A? 1971,59 1 1971,59 1,74 0,2114
B? 1415,06 1 1415,06 1,25 0,2853
C? 488,39 1 488,39 0,43 0,5235
D? 4,03 1 4,03 3,558E- 0,9534
003
Residual 1357429 |12 1131,19
Lack of Fit | 13556,70 | 10 13556,67 Significant
Pure 17,60 2 8,80
Error
Cor Total | 37717,22 |26
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Cizelge 4.7. Renk i¢in kuadratik model ANOVA tablosu

Source Sum  of | df Mean F value p-value
Squares Square Prob.>F
Model 5958,42 14 425,60 3,17 0,0260 Significant
A-Elektrot | 164,32 1 164,32 1,22 0,2902
Arahgi
B-Akim 2,19 1 2,19 0,016 0,9004
Yogunlugu
C-Gerilim | 213,53 1 213,53 1,59 0,2311
D-Siire 3714,48 1 3714,48 27,68 0,0002
AB 73,30 1 73,30 0,55 0,4741
AC 325,13 1 325,13 2,42 0,1456
AD 88,64 1 88,64 0,66 0,4322
BC 39,02 1 39,02 0,29 0,5996
BD 65,57 1 65,57 0,49 0,4979
CD 280,23 1 280,23 2,09 0,1740
A? 49,78 1 49,78 0,37 0,5538
B? 280,63 1 280,63 2,09 0,1738
C? 31,32 1 31,32 0,23 0,6377
D? 881,70 1 881,70 6,57 0,0249
Residual 1610,34 12 134,19
Lack of Fit | 1596,66 10 159,67 23,35 0,0417 Significant
Pure 13,67 2
Error
Cor Total | 7568,76 26

Calismada hedef en yiliksek D-pinitol miktarin1 en yiiksek saflik diizeyinde veren
kombinasyonun belirlenmesi oldugu i¢in denemeler sonunda maksimum D-pinitoliin elde
edildigi li¢ kosul dikkate almmistir. Buna goére 9, 18 ve 22 nolu elektrokoagiilasyon
kombinasyonu en yiiksek D-pinitol konsantrasyonuna ulagmay1 saglamistir. Box- Behnken
cevap yiizey metodu ile olusturulan denmeme deseni (Cizelge 3.3) incelendiginde bu
kombinasyonlarin neredeyse standart bir ortak noktasinin olmadigi goriilmektedir. Ancak,
elektrot plakalarinin konumlandirilmasinda segilen 5 cm araligin etkili olmadigi; elektrot
araliginin 1-3 cm arasinda olmasinin daha iyi sonucu verdigi sdylenebilmektedir. Benzer bir
sonu¢ akim yogunlugu degerlerinde ortaya c¢ikmaktadir. En yiliksek sonu¢ veren
kombinasyonlarin akim yogunlugunun 9 nolu 6rnek diginda 60 mA/cm? oldugu goriilmektedir.
Burada akim yogunlugunun 20 mA/cm? olmasi yetersiz bulunmustur. Gerilim olarak ifade
edilen volt degerinin de 20-40 V arasinda ve islem siiresinin 60-90 dakika arasinda olmasi
yeterli bulunmugtur.

Adhoum ve Moser (2004) zeytin endiistrisinin atig1 olan karasuda elektrokoagiilasyon
yardimiyla fenolik maddeleri gidermeyi ve atik karasuyun renksizlestirilmesi {izerine
caligmiglardir. Arastirma sonucunda elektrokoagiilasyonla atik karasuyun karakteristik koyu
renginde %95, fenolik maddelerde ise %91 azalma meydana geldigini tespit etmislerdir. Bu
sonuglarin elde edilmesinde aliiminyum elektrotlar kullanmus, 25 dk islem siiresi ve 75 mA/cm?
akim yogunlugunun optimum ¢alisma kosullar1 oldugunu belirtmislerdir.
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4.4. Elektrokoagiilasyon Sonrasi Secilen Ekstraktlara Membran Filtrasyon
Uygulanmasi

Elektrokoagiilasyon islemi sonrasinda Box-Behnken deneme tablosundan elde edilen
verilerle model uyumunun saglanamamasi nedeniyle D-pinitol degeri en yiiksek olan 9., 18. ve
22. denemeler membran filtrasyon agamasinda kullanilmak iizere secilmistir. Gergeklestirilen
on denemeler ve daha 6nce gerceklestirilmis ¢alismalarda (Oziyci vd. 2015) basarili bulunan
30 kDa ayirma sinirina sahip membran tercih edilmistir.

Sekil 4.4. 9 numarali Ornege ait elektrokoagiilasyon (A) ve membran filtrasyon (B)
sonrasindaki goriiniim
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Cizelge 4.8. Elektrokoagiilasyon sonrasi se¢ilen drneklerin membran filtrasyon sonrasi analiz
sonuglari

- Toplam qulam
| Dl i N
Ornek Madde | Bulamikhk Miktar1
No: (2/100g M(iktarl (NTU)
KM*) ms (mg/100
GAE/**L) L a b KgM*) g
9 36,07 40,85 | 112,96 1,47 66,89 | 15,24 | 78,96 | 22,72+ 1,05
+0,97 0,09 +1,57 | £0,25 | £1,08
18 32,84 £0,83 115,24 1,00 59,75 | 21,39 | 80,51 23,03%0,97
+4,39 0,04 +0,52 | £0,08 | +0,44
22 35,03 £0,71 117,51 1,06 63,38 | 20,74 | 83,27 | 23,11£1,20
+1,48 0,06 +0,71 | £0,09 | £0,53

* Tabloda verilen degerler kuru madde iizerinden hesaplanmustir.
** Toplam mineral madde degerleri gallik asit esdegeri olarak hesaplanmustir.

Elektrokoagiilasyon sonrasinda membran filtrasyon (ultrafiltrasyon) uygulamasi 30 kDa
ayrrma smirinda renk (L,a ve b degerleri) bulaniklik ve toplam fenolik madde {izerine etkili
olmustur. Ancak, D-pinitol miktar1 kismen azalmistir. Burada D-pinitoliin bir kism1 membran
yilizeyinden gecemeyerek retentat fraksiyonunda kalmistir. Bu fraksiyonun konsantrasyonu
uygulamada islem siirecinde siirekli degismekte olup besleme akisinin kontinii olmasi
durumunda belirli bir siire sonunda dengelenmektedir. Laboratuvar dlgegindeki denemelerde
retentat akisinin siirekli yeni {riinle beslenmesi s6z konusu olmadigi i¢in D-pinitol
konsantrasyonunun kismen azalmasi énemli bulunmamistir. Nitekim; endiistriyel uygulamada
retentat akis1 “Cross-flow” akis yonteminde siirekli yeni besleme ile karistirilarak UF sistemine
tekrar verilmektedir. Burada retentat akisinda kalan hedef bilesenin besleme akisindaki
konsantrasyonu da bdylece yilikselmektedir. Sonu¢ olarak kontinii sistemlerde permeat
akisindaki hedef bilesen konsantrasyonu da siirekli yilikselerek belirli bir siire sonunda dengeye
ulagilmaktadir. Bu nedenle, laboratuvar uygulamasinda permeat akisinda D-pinitol
konsantrasyonunun kismen azalmasit onemli goriilmemistir. Burada 6zellikle renk ve bazi
safsizliklar iizerine olumlu etki daha fazla 6n plana ¢ikmaktadir.

Membran filtrasyon uygulamalarinin gida sektoriinde pek ¢ok farkli amagla kullanildigi
bilinmektedir. Sarap endiistrisinde iiretim sonucu ortaya ¢ikan bir atik olan tortudan fenolik
maddelerin geri kazanimi {izerine gergeklestirilen bir calismada membran filtrasyonun bu amag
icin kullanima uygun oldugu ortaya konmustur (Galanakis vd. 2013).

4.5. Membran Filtrasyon Sonrasi Permeat Akisina Adsorbent Uygulanmasi

Membran filtrasyon uygulamasi sonrasi hedeflenen yiiksek D-pinitol safligina
ulagilamamistir. Bu nedenle adsorbent kullanimina bagvurulmustur. Bu amagla karigik yatak
(Prolite MB400 Mixed-Bed) recine kullanilmistir. Karigik yatak recineler icgerisindeki
fonksiyonel gruplara bagli anyon ve katyon degistirici 6zellige sahip reginelerdir.

Adsorpsiyon denemeleri biirete doldurulan 30 g karigik yatak regine iizerinden
oncelikle 30 mL ultra saf su ardindan 100 ml 6rnek (25 ml sartlama i¢in,75 ml analiz i¢in)
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gecirilerek gergeklestirilmis olup analizler iki paralel iki tekerriir olacak sekilde yiiriitiilmiistiir.
Sekil 4.4°de ultrafiltrasyon islemi sonrasinda ve karisik yatak regineden gegirildikten sonra
ekstraktlarin gériiniimii verilmistir. Elde edilen ekstraktlarda toplam kuru madde tayini, toplam
fenolik madde tayini, D-pinitol ve sekerlerin tayini, toplam mineral madde tayini, bulaniklik ve
renk analizleri gerceklestirilmistir.

Sekil 4.5. A: 30 kDa membrandan gegirilen ekstrakt, B: Adsorber uygulamasi sonrasi ekstrakt
gorunumu

Cizelge 4.9. Elektrokoagiilasyon sonrast membran filtrasyon uygulanmis Orneklerin
adsorpsiyon islemi sonrasi analiz sonuglari

D-pinitol Toplam Toplam
. Miktarn | FemOUK g amikik Renk Mineral
Ornek Madde Madde
No: Miktar: Miktari
(Ig(/;f,?)g (mg (NTU) | L a b (mg/100g
GAE**/L) KM¥*)
9 98,62 +0,34 - 0,525 96,72 | -0,53 0,13 -
40,01 40,02 | £0,01 | 0,01
18 99,07 £0,72 - 0,331 96,74 | -0,54 0,14 -
10,01 10,05 | £0,05 | 0,01
22 99,24 +0,26 | 3,63 +0,11 0,797 96,63 | -0,54 0,18 -
10,06 10,08 | £0,05 | 0,05

* Tabloda verilen degerler kuru madde tizerinden hesaplanmustir.
** Toplam fenolik madde gallik asit esdegeri olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.6. A: Fermente ekstrakt, B: Elektrokoagiilasyon islemi sonrasi, C: Membran filtrasyon
sonrast D: Adsorpsiyon islemi sonrasi ekstrakt gériiniimii.
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Gilinlimiize kadar yapilan arastirmalar incelendiginde D-pinitol’iin saflastiriimasinda
birbirinden farkli tekniklerin kullanildig1 gériilmektedir. Ornegin Shin vd., (2003) solvent
olarak etanol kullanmiglar ve %96,5 saflikta D-pinitol elde etmislerdir. Camero ve Merino
(2004) ise gesitli iyon degistirici regineler kullanarak %91-95 saflikta D-pinitole ulagmistir. Bu
caligmalarda birbiriyle kombine edilen farkl: sistemler kullanilmis; kademeli olarak da istenen
saflik diizeylerine ulasilmistir. Yapilan bu arastirmada ise saflastirma amaciyla segilen
proseslerden oOzellikle de elektrokoagiilasyon ve adsorber olarak karigik yatak regine
uygulamasi tizerine yapilmis herhangi bir literatiir bulgusuna rastlanmamaistir. Arastirmadan
elde edilen bulgular 6zellikle bu iki prosesin ke¢iboynuzundan D-pinitoliin saflagtiriimasinda
diger safsizliklarin uzaklastirilmasi amaciyla oldukca etkili oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.10). Yapilan islemler sonrasinda elde edilen ekstraktlardaki mineral maddeler tamamen
tutulmus olup fenolik maddelerin de 6nemli bir diizeyi uzaklastirilmistir. Sekil 4.6’da “D”
olarak kodlanan %99,24 D-pinitol iceren ve adsorpsiyon islemi sonrasi elde edilen ekstraktin
berrak ve renksiz goriiniimii dikkat cekmektedir.

Elektrokoagiilasyon sonrasinda tiim drneklerde 6nemli diizeyde mineral madde kaldigi
ve fenolik madde konsantrasyonlarimin hala yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar
saflagtirma hedeflerine yaklasmak i¢in membran filtrasyon asamasinin da gerekliligini ortaya
koymaktadir.

Box-Behken deneme deseni sonuglari dogrultusunda sistemin hesaplamis oldugu
ANOVA tablolar1 asagida verilmistir. Yanitlar sirastyla D-pinitol miktari, fenolik madde
miktar1, bulaniklik ve renk olmak iizere siralanmistir. Anova tablolarinda goriildiigii gibi,
Model her yanit icin uyumsuz (not significant) bulunmustur.
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Cizelge 4.10. EK, membran filtrasyon ve adsorpsiyon islemleri sonrasi elde edilen analiz sonuglariin degerlendirilmesi

i Toplam Toplam
D-pinitol | Fenolik Madde P Renk
Mikt 5 Mineral
proarl Miktar Bulanmikhk Madde
. » (NTU)
(mg/ 100g KM*) | (mg Gﬁllél *)/ 100g (mg/100g L a b
KM¥)
5° Bx Keciboynuzu 35044005 | 764,19426.83 | 585+9.41 4,8540,05 | 0,12540,01 | -0,03£0,01 | 0,13%0,05
Ekstrakti
Fermente Keglboynuzut | 59 951011 | 751,0444876 | 3834776 | 22858044 | 02054001 | 0,795+0,08 | 0,24740,07
Ekstrakti
9 53,0940, 158,7740,7 20+0,7 25,7040,7 | 22,8740,04 | 13,5940,05 | 36,37+0,08
E;f) l{i‘:;“ 18 53,0242.,9 155.84:1.4 484002 | 26844002 | 55204001 | 23,09+40.02 |77.66+0,07
22 53,2642,4 142,2042,0 4310,19 | 2638t1,32 | 48,65+0,02 | 21,4840 | 70,82+0,1
0 36,07 1085 | 112964097 1,4740,09 | 22,72+ 1,05 | 66,89 1,57 | 15244025 | 78,96
Membran +1,08
Filtrasyon 8 1gas0gy | 11524%439 [ 1002004 | 2303097 | 59.75%0.52 [ 2139008 | 8051
Islemi +0,44
S 2
onrasi ’ 35034071 | 1TSIELA8 [ 1062006 | 2311120 | 6338%0.71 | 20.74 0,09 2(3)52
9 98.62 +0.34 _ 0,525 +0,01 ] 96,72 40,02 | -0,53 £0,01 | 0,13 £0,01
Adsorpsiyon 18 99.07 £0.72 ] 0,331 £0,01 ] 96,74 40,05 | -0,54 0,05 | 0,14 +0,01
Islemi
Sonrasi 0,797 +0,06 96,63 +0,08 | -0,54£0,05 | 0,18 +0,05
22 99,24 0,26 3,63 40,11 -

* Tabloda verilen degerler kuru madde iizerinden hesaplanmistir.

** Toplam fenolik madde gallik asit esdegeri olarak hesaplanmustir.
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6. SONUCLAR

Bu tez c¢alismas1 kapsaminda keg¢iboynuzu meyvesinin ekstraktindan cesitli
yontemlerin kombinasyonu yardimiyla biyoaktif bir bilesen olan D-pinitol’lin
saflagtirilmasi1 hedeflenmistir. Bu yontemler sirasiyla fermentasyon, elektrokoagiilasyon,
membran filtrasyon ve adsorpsiyondur. Elektrokoagiilasyon yontemi gida sektoriinde
kisitl kullanim alanina sahip bir yontem olup saflagtirma teknigi olarak kullanimi
olduk¢a nadir bir uygulamadir. Tez calismasinda elektrokoagiilasyon yonteminin
kullanim1 tezin inovatif yoniinii vurgulamaktadir.

Keciboynuzu meyvesinin icerdigi yiiksek miktarda sekerin D-pinitoliin
saflagtirilmasinit zorlastirdig: literatiir ¢aligmalarindan da bilinmesi tez g¢aligmasinda
onceligin sekerlerin ortamdan uzaklastirilmasina verilmesine neden olmustur. Bu
dogrultuda S. cerevisiae yardimiyla keciboynuzu ekstraktinin fermentasyonu
gerceklestirilmistir. Fermentasyon sonucunda diger islemlerde hammadde olarak
kullanilacak olan ve sekerlerinden arindirilmis fermente kegiboynuzu ekstrakti elde
edilmisgtir.

Elektrokoagiilasyon iglemi gerek kimya gerek gida endiistrisinde atik sularin
bertarafinda genis bir yelpazedeki safsizliklarin giderilmesinde yillardir kullanilmaktadir.
Bu bilgiler dogrultusunda igerigi fenolik maddeler, mineraller ve ¢esitli kompleks yapili
bilesikler acisindan olduk¢a zengin bir materyal olan keciboynuzu ekstraktindan D-
pinitoliin saflastirilmasinda da etkili olabilecegi diisiiniilmiis ve g¢alismaya entegre
edilmistir. Elektrokoagiilasyon isleminin gergeklestirilmesi i¢cin Design-Expert programi
kullanilarak Box-Behnken deneme deseni olusturulmus ve akim yogunlugu (mA/cm?),
gerilim (V), siire (dk) ve plaka aralig1 (cm) degisken parametreler olarak belirlenmistir.
Ancak deneme deseninin uygulanabilmesi i¢in oncelikle sistemde anot ve katot olarak
baglanacak plakalarin se¢imi gergeklestirilmistir. Bu se¢im amaciyla deneme deseninde
kullanilan degisken parametrelerin orta nokta degerlerinden faydalanilmistir (3 cm plaka
aralig1l, 60 mA/cm? akim yogunlugu, 30 V gerilim, 60 dk siire) Elde edilen ekstraktlarda
D-pinitol miktari, toplam fenolik madde miktari, bulaniklik ve renk (L,a,b) degerleri ve
toplam mineral madde miktarlari analiz edilmis ve sonucta en yiiksek D-pinitol miktari,
diistik bulaniklik ve toplam fenolik madde , yiikksek L degeri elde edilen plaka
kombinasyonu AL (-) / C (+) olarak belirlenmis ve deneme deseni uygulamarinda bu
kombinasyon kullanilmistir. Diger elektrot kombinasyonlar1 ke¢iboynuzu ekstraktinda
D-pinitoliin saflagtirilmas1 amaciyla uygun sonuglar vermemistir.

Elektrokoagiilasyon islemi i¢in gergeklestirilen analizler sonrasinda Design-
Expert programi tarafindan olusturulan ANOVA tablolarinda istenen model uygunlugu
yakalanamamigstir. Bu durum hammadde kisitlilig1 dolayisiyla parametrelerin degisimine
gidilemeden en yiiksek D-pinitol miktari sonucu veren (9,18,22) denemelerden elde
edilen ekstraktlarla diger islem basamaklarina ge¢ilmesiyle ¢oziimlendirilmistir.

Elektrokoagiilasyon basamagindan alinan ekstraktar daha once gerceklestirilmis
caligmalar dogrultusunda segilen 30 kDa ayirma simnirina sahip membran kullanilarak
membran filtrasyon islemine tabi tutulmustur. Buradan alinan permeat akisit ardindan
karisik yatak recine kullanilarak olusturulmus adsorpsiyon sisteminden gegirilmistir. UF
uygulamasi 30 kDa ayirma sinirinda D-pinitoliin saflastirilmasinda renk {izerine 6nemli
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katki saglarken karigik yatak regine sistemi kalan safsizliklari yiiksek verimlikle
uzaklagtirmigtir. BoOylece kombine islemler sonrasinda istenilen D-pinitol saflik
diizeyinde (9%90-99) ekstraktlar elde edilmistir. (Membran filtrasyon tek basina yeterli
degildir, ancak sistemi destekleyen 6nemli basamaklardandir.)

Elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde endiistriyel uygulamada
keciboynuzu ekstraktlarindan yiiksek verimle D-pinitol {iretirken degerli bir yan iirlin
olan etil alkoliin de elde edilebilecegi ortaya konmustur. Ke¢iboynuzu ekstraktlarindan
D-pinitoliin saflastirilmasinda etil alkol fermentasyonu sonrasinda elektrokoagiilasyon,
ultrafiltrasyon ve karisik yatak recine uygulamasi yeterli olmustur. Bu uygulamalarla
%99 saflikta D-pinitol izole edilebilmis; proje hedefinin {izerinde saflastirma
saglanabilmistir. Kullanilan karigik yatak reginelerin tekrar kullanilabilir 6zellikte geri
kazanilmas1 amaciyla rejenere edilebilmesini saglayan prosediirler iizerine ilave
caligmalar yapilmalidir. D-pinitol saflastirmasinda kullanilan karisik yatak recinelerin
rejenere edilerek tekrar kullanilabilmesi durumunda kolay uygulanabilir ve diisiik
maliyetli bir saflagtirma yonteminin gelistirilebilecegi sdylenebilir. Bu aragtirma
sonuclarinin benzer saflastirma ¢alismalari i¢in 6rnek olmasi beklenmektedir.
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8. EKLER

EK- 1. Gallik asit standardi ile olusturulmus kurve
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EK-2. Sakkaroz standardi ile olusturulmus kurve
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EK-3. Glukoz standardi ile olusturulmus kurve
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EK-4. Fruktoz standardi ile olusturulmus kurve
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EK-5. D-pinitol standardi ile olusturulmus kurve
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EK-6. Sekerler ve D-pinitol standart ¢ozeltilerine ait kromatogramlar
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EK-7. 5 Bx®'e seyreltilmis ve fermente ke¢iboynuzu ekstraktina ait kromatogram
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EK-8. EK isleminden sonra 9. denemeye ait kromatogram
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EK-9. EK isleminden sonra 18. denemeye ait kromatogram

mv

Max Intensity : 34665

1Detector A

¥
s
]

M

374121

>1 54696

‘>2401 16

113734

5852

Time Inten.

=3

W 2% 50 15

67

M s %0 75 m



EKLER

Y. ALPER KUTUK

EK-10. EK isleminden sonra 22. denemeye ait kromatogram
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EK-11. Membran filtrasyon sonrasi 9. denemeye ait kromatogram
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EK-12. Membran filtrasyon sonrasi 18. denemeye ait kromatogram
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EK-13. Membran filtrasyon sonrasi 22. Denemeye ait kromatogram
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EK-14. Adsorpsiyon islemi sonrasi 9. denemeye ait kromatogram
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EK-15. Adsorpsiyon iglemi sonrasi 18. denemeye ait kromatogram
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EK-16. Adsorpsiyon iglemi sonrasi 22. denemeye ait kromatogram
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