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In this study, it was aimed to enrich D-pinitol in carob extract using nanofilters in the range of
1-5 kDa molecular weight cut-off (MWCO). Enrichment stages were extraction, clarification,
adsorbent application and nanofiltration applications. The Box-Behnken Response Surface
Methodology (RSM) was used to optimize nanofiltration application. D-pinitol content, sugar
composition, total phenolic matters (TPC), total dry matters (TDM) and total minerals were
determined for the purity control of the product obtained in the final stage. The highest D-pinitol
concentration in extracts was achieved in nanofiltration at the 5 kDa MWCO under the condition
of 3 bar feed pressure, 25°C feed temperature and 83.3% permeate rate, in which the extract
contained 10.48 g/L of D-pinitol. In the study, an optimization model based on pressure,
temperature and permeate/retentate ratio variables were created for the nanofiltration process.
Thus, the change in the D-pinitol concentration of the extracts depending on different conditions
was mathematically modelled with a high accuracy (R?=0.91). Depending on this model, the
highest amount of sucrose, TPC and TDM in carob extracts was determined under the condition
that the D-pinitol concentration was 8.7%.
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Cevap Yiizey Metodu Kullanmilarak Kec¢iboynuzu Ekstraktinda Bulunan D-
Pinitoliin Nanofiltrasyon Uygulamasiyla Zenginlestirilmesinin Optimize Edilmesi
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Bu ¢alismada kegiboynuzu ekstraktinda bulunan D-pinitoliin 1-5 kDa ayirma sinir1 araliginda
nanofiltreler kullanilarak zenginlestirilmesi amaglanmigtir. Zenginlestirme asamalari
ekstraksiyon, durultma, adsorban uygulamasi ve nanofiltrasyon uygulamalarindan
olugmaktadir. Nanofiltrasyon uygulamasini optimize etmek amaciyla Box-Behnken Cevap
Yiizey Metodu (CYM) kullanilmistir. Son asamada elde edilen iiriiniin saflik kontrolii igin D-
pinitol igerigi, seker kompozisyonu, toplam fenolik madde (TFM), toplam kuru madde (TKM)
ve mineral madde kompozisyonlari kullanilmigtir. Ekstraktlarda en yiiksek D-pinitol
konsantrasyonuna 5 kDa ayirma sinirindaki nanofiltrasyonda, 3 bar besleme basinci, 25°C
besleme sicaklig1 ve %83,3 permeat orani kosullarinda ulagilmistir. Bu kosullarda elde edilen
permeat akisinin D-pinitol icerigi 10,48 g/L olarak belirlenmistir. Calismada ayrica
nanofiltrasyon prosesi i¢in basing, sicaklik ve permeat/retentat oran1 degiskenlerine bagh bir
optimizasyon modeli olusturulmus ve farkli kosullara bagl olarak ekstraktlarin D-pinitol
konsantrasyonundaki  degisim yiiksek dogrulukla (R?=0,91) matematiksel olarak
modellenmistir. Bu modele bagh olarak, kegiboynuzu ekstraktlarinda en yiiksek sakkaroz,
TFM ve TKM miktarlar1 D-pinitol konsantrasyonunun %8,7 oldugu kosulda belirlenmistir.
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Giris

Seker ve mineral madde icerigi yiiksek bakla yapisinda bir
meyveye sahip olan kegiboynuzu bitkisi (Ceratoniasiliqua L.),
Akdeniz ikliminin hakim oldugu yerlerde yetismektedir. (Eksi
ve Artik 1986; Biner ve ark., 2007). Tiirkiye’de bu meyvenin
hem yetistiriciligi hem de ihracati yapilmaktadir. Giiniimiize
kadar kegiboynuzu c¢ekirdeklerinden elde edilen ve
kivamlastirict 6zelligi olan keciboynuzu gami ve meyve
etinden iiretilen pekmez nedeniyle 6nem kazanmistir. Son
yillarda bir seker alkol olan D-pinitoliin  dnemli
kaynaklarmdan birisinin kegiboynuzu oldugu ve meyvenin
eti kisminda dogal formda bulundugu saptanmis
(Baumgartner ve ark., 1986; Karhan ve ark., 2010a) ve bu
durum kegiboynuzunun degerini artrmustir. Dolayistyla
meyveden, D-pinitoliin elde edilebilmesi i¢in alternatif
metotlar gelistirilmeye baglanmustir (Streeter ve ark.,2001;
Camero ve Merino 2004; Yoshida ve ark.,2006). Cok
kademeli ve kimyasal girdisi olan bazi yontemlerle yiiksek
saflikta iretimi yapilabilen D-pinitol, elde edilme
yonteminin pahali olmasindan dolay:1 yiiksek fiyatlarda
satilmaktadir. Bu sebeple hem daha ucuz hem de daha kolay
bir yontemle elde edilebilmesi i¢in alternatif saflagtirma
yontemlerine ihtiyag oldugu diisiiniilmektedir.

D-pinitoliin, Tip 2 seker hastalarmin diyetlerinde
kullamilabilmesi ve glikoz metabolizmasini diizenlemesi ile
ilgili baz1 calismalar bulunmaktadir (Kang ve ark., 2006; Kim
ve ark., 2007). Bu bilesigin gida, ilag ve kimya endiistrisinde
kullanimimnin giderek artacagi agikca goriilmektedir.

Keciboynuzu baklast tohumlart ¢ikarildiktan sonra
kuru madde bazinda %52,8-65,6 oraninda toplam seker
%3,60 oraninda protein ve %0,2-0,4 oraninda lipit
icermektedir. Bunun yaninda kalsiyum (110-176 mg/kg),
potasyum (3501 mg/kg), magnezyum (250-416 mg/kg),
sodyum (89-119 mg/kg), fosfor (130-204 mg/kg), demir
(46-57 mg/kg) ile az miktarda ¢inko (8,1-12 mg/kg), bakir
(3-12,5 mg/g), mangan (3-3,9 mg/kg), A ve B grubu
vitaminleri ile onemli miktarda diyet lifi de icerdigi
bildirilmistir (Eksi ve Artik, 1986; Karhan ve ark., 2005;
Biner ve ark., 2007). Ayrica meyve zengin seker alkolii
icerigi (%4-14) ile de dnem arz etmektedir (Sanjuan Diaz,
2000). D-pinitoliin ise kec¢iboynuzundaki seker alkoller
icerisinde en biiyiikk fraksiyonu olusturdugu ve meyvede
ortalama miktarmin %4-8 arasinda oldugu belirtilmistir
(Baumgartner ve ark., 1986; Karhan ve ark., 2010a).

D-Pinitol  (1D-3-O-methyl-chiro-inositol), iigiincii
karbon atomunda metoksil grubu iceren yapisal olarak D-
chiro inositol (DCI) tiirevi bir bilesiktir (Lin ve ark., 2009).
D-chiro inositol ve tiirevlerinin 6zellikle de D-pinitoliin,
Tip 2 seker hastalarinda insiilin duyarliligini artirarak kan
sekeri seviyesini diizenledigi (Kang ve ark., 2006; Kim ve
ark., 2007), bobrek ve karaciger gibi hassas organlari
oksidatif zarara karsi korudugu (Shin ve ark., 2002;
Sivakumar ve ark., 2010), katarakt olusumunu 6nlemede
etkisinin oldugu (Park ve ark., 2004) ve kadinlarda goriilen
polikistik over sendromunda (Yoshida ve ark., 2006)
gerileme sagladigi yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir.

D-pinitoliin izolasyonunda genellikle baz1 6n islemlerden
sonra farkli kromatografik aywrma yontemleri ve iyon
degistirme regineleri kullanilmaktadir. Elde edilen {iriiniin
maliyeti yiiksek oldugu i¢in Ozellikle iyon degistirme
recineleri ve kromatografik ydntemlerle saflastirma
tekniklerine alternatif olabilecek ¢ok kademeli, cogunlugunu

basit fiziksel ayirma yontemlerinin olusturacagi metotlarin
tercih edilmesi gerektigi diistinilmektedir. Ayrica D-
pinitol ekstraksiyonu yapilacak kaynagin hem D-pinitol
iceriginin yiiksek olmasi hem de ucuz ve kolay temin
edilebilir bir kaynak olmasi olduk¢a dnemlidir. Bu sebeple
bu c¢alismada D-pinitol igerigi bakimindan zengin
kegiboynuzu meyvesi materyal olarak kullanilmistir.
Calismada temel olarak kegiboynuzu ekstrakti iginde
sekerlerle karigim halinde yiiksek oranda bulunan D-
pinitoliin, ayirrma simir1 1-5 kDa (MWCO) araliginda
degisen nanofiltreler kullanilarak  zenginlestirilmesi
amaclanmigtir. Bu yontemin optimizasyonu amaciyla da
Box-Behnken Cevap Yiizey Metodu kullanilmistir.

Materyal ve Yontem

Materyal

Projede materyal olarak Antalya ili smrlart igerisinde
yetisen (Gazipasa-Alanya ve Demre-Kas) asili kegiboynuzu
meyveleri kullanilmustir. Kegiboynuzu meyveleri bag makasi
yardimiyla pargalanarak tohumlart ayrilmis ve kirtllmig
meyveler (5-7 mm) plastik 6rnek saklama kaplarinda 5°C
sicakliktaki sogutucularda proses anina kadar muhafaza
edilmistir. Kullamlan kimyasallar Merck (Almanya) ve
Sigma Aldrich (ABD) tarafindan temin edilmistir.

Yontem

Zenginlestirme Calismalari

Zenginlestirme amaciyla ekstraksiyon, sicak durultma,
kabafiltrasyon, adsorban uygulamasi ve nanofiltrasyon
basamaklari kullanilmustir. Her bir islem basamagi icin
denemeler yapilmisg ve optimum kosullar saglandiktan sonra
bir sonraki iglem basamagina gegilmistir.

Ekstraksiyon

Ekstraksiyon islemi, kirllmig ve ¢ekirdegi ¢ikarilmig 5-7
mm kalmhiginda kegiboynuzu meyvesinin 1/4 meyve/su
oraninda, 80°C’de 2 saat bekletilmesiyle gerceklestirilmistir
(Turhan, 2011).

Sicak Durultma

Keciboynuzu ekstraktlarina depektinizasyon islemi
uygulanmis ve enzim uygulamasindan sonra 6n denemelerle
belirlenen diizeyde bentonit, jelatin ve kizelzol ¢ozeltileri
kullanilarak sicak durultma islemi yapilmistir (Cizelge 1)
(Eksi, 1988; Karkacier ve ark., 1996). Sicak durultma
isleminden sonra dibe ¢oken partikiillerin bir sonraki
asamada membran ylizeyine zarar vermemesi i¢in
keciboynuzu ekstrakti kaba filtre kagidr ile siiziilmiistiir.

Adsorban uygulamasi

Fenolik maddeler gibi safsizliklarin uzaklastiriimasi
amaciyla sicak durultma sonrasi elde edilen berrak ekstrakta
farkli dozlarda aktif komiir (%0,2, %0,5, %1, %2) ve
polivinilpolipirrolidon (PVPP) (%0,2, %0,5, %1, %2)
uygulanmistir.

Nanofiltrasyon

D-pinitol ekstraktinin zenginlestirilmesi amaciyla 1, 2
ve 5 kDa aywrma smirinda (MWCO) membranlar
kullanilarak nanofiltrasyon islemi yapilmistir. Proses
sartlarin1 optimize etmek ve degisken parametrelerin
(basing, sicaklik ve permeat/retentat orani) aralarindaki
iligkiyi belirlemek amaciyla Box-Behnken Cevap Yiizey
Metodu (CYM) kullanilmigtir (Cizelge 2, Cizelge 3).
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D-Pinitol ve Seker Kompozisyonunun Belirlenmesi

Belirli oranda seyreltilen 6rneklerin D-pinitol ve seker
kompozisyonu HPLC (Shimadzu, LC 20 AD) ile harici
standart metodu kullanilarak belirlenmistir. Analizde
Carbosep Corogel-87P (300 x 6,5 mm, ID) kolon ve refraktif
indeks dedektor (RID) kullamilmistir. Kolon firini sicakligt
85°C’ye, dedektor hiicresi sicakligt  ise  60°C’ye
ayarlanmistir. Hareketli faz olarak HPLC saflikta su
kullanmilmis ve akis izt 0,6 ml/dk. olacak sekilde
ayarlanmigtir (Karhan ve ark., 2010b). Sakkaroz, glikoz,
fruktoz (15,625, 31,25, 62,5, 125, 250, 500 ppm) ve D-
pinitol (21,875, 43,75, 87,5, 175, 350, 500 ppm)
bilesenlerinin ~ farkli  konsantrasyonlardaki  standart
¢ozeltileri hazirlanarak olusturulan kurveler miktar tayini
icin kullamlmugtir (Sekil 1, Sekil 2, Sekil 3, Sekil 4).

Toplam fenolik madde analizi

Orneklerin,  deneme  desenindeki  tim  islem
basamaklarindaki degisiminin birbiriyle karsilastirilmast i¢in
TFM miktarlart belirlenmistir (Spanos ve Wrolstad, 1992).
Miktar tayini igin gallik asitin (5, 10, 20, 40, 60, 80, 100,
150, 200 ppm) farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
¢ozeltileri kullanilarak elde edilen kurveden yararlanilmistir
(Sekil 5).

Toplam kuru madde analizi

Sivi orneklerden 5 ml tartilip etiivde (MEMMERT,
Almanya) 65°C’de sabit tartima gelene kadar
kurutulmastyla gerceklestirilmistir (Cemeroglu, 2007).

Mineral madde analizi

Baslangi¢ ve ana islem basamaklarindaki orneklerde
uygulamalarin etkinligini belirlemek amaciyla meyveden
kaynaklanan mineral madde miktar1 belirlenmistir
(USDA-ARS, 2004).

Istatistiksel analizler

Calisma kapsaminda tiim uygulamalar 2 tekerriir her
tekerriirde 2 paralel  (2x2)  olacak  sekilde
gerceklestirilmigtir. Nanofiltrasyon prosesinin kosullarini
optimize etmek ve degisken parametrelerin birbirleriyle
interaksiyonlarinin etkilerini belirlemek amaciyla Box-
Behnken Cevap Yiizey Metodu kullanilmistir (Stat-Ease
Inc., Design-Expert®, Version 7.0). “Full Quadratic”
cevap yiizey metodu kullanilan modeldeki degiskenler;
basing (bar), sicaklik (°C) ve permeat/retentat orani olarak
belirlenmistir. “Design—Expert” programi ile 1, 2 ve 5 kDa
ayirma sinirina sahip membranlardan elde edilen
permeatlarin D-pinitol konsantrasyonlarina ait regresyon
esitlikleri incelenmistir (Cizelge 4).

Bulgular ve Tartisma

Adsorban  uygulamasinda, ekstraktin  fenolik
maddeleri giderilirken D-pinitol kaybinin en az oldugu
uygulamay1 ve dozu belirlemek igin kullanilan aktif
komiir ve PVPP yardimc1 maddeleri belirli hacimdeki
ekstrakta (%0,2, %0,5, %1, %2 (w/v)) ilave edilmistir.
Aktif komiir dozaji arttikca Orneklerin toplam fenolik
madde miktarinda azalma olmasina ragmen D-pinitol
miktarinda da azalma oldugu icin bu uygulama uygun
bulunmamistir. PVPP uygulanan 6rneklerde ise toplam
fenolik madde ve D-pinitol miktarinda meydana gelen
degisim istatistiksel olarak 6nemsiz bulundugu i¢in devam
eden zenginlestirme basamaklarinda adsorban madde
uygulamasindan vazgegilmistir.
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Sekil 1. Sakkaroz standart kurvesi
Figure 1. Sucrose standard curve
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Sekil 2. Glikoz standart kurvesi
Figure 2. Glucose standard curve
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Figure 3. Fructose standard curve
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Figure 4. Pinitol standard curve

Konsantrasyo
n (ppm)
250

y =97,454x - 3,6142
200 R2=0,9991
150
100

50

o o5 1 15 2 25
Absorbans (765 nm)
Sekil 5. Gallik asit standart kurvesi
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Nanofiltrasyon Asamasinin Optimizasyonu

Cevap vyiizey metodunun belirlemis oldugu Kosullarda
gerceklestirilen nanofiltrasyon denemeleri ve CYM ’nin
modellenmesi

Sicaklik ve basing faktorlerinin interaksiyonunun 1
kDa ayirma sinirina sahip filtreden elde edilen 6rneklerde,

etkilenmedigi; fakat sicakligin azalmasina bagli olarak
belli bir noktaya kadar arttigit ve ardindan azaldigi
goriilmiistiir (Sekil 7d). Sicakligin sabit oldugu noktada D-
pinitol konsantrasyonu; permeat/retentat oraniyla dogru
orantili olarak azalmis ancak basmg degisiminden
etkilenmemistir (Sekil 7e). Basmcin sabit oldugu orta

sicaklik  ve  permeat/retentat oran1  faktdrlerinin  noktada ise permeat/retentat orani ve sicaklik azaldik¢a D-
interaksiyonunun ise 5 kDa ayirma sinirina sahip filtreden  pinitol konsantrasyonu da azalmistir (Sekil 7f).
elde edilen orneklerde D-pinitol  konsantrasyonunu Ayirma smirt 5 kDa olan nanofiltreden elde edilen

istatistiksel olarak Onemli seviyede (P<0,05) -etkiledigi
gortilmiistiir (Cizelge 4). Regresyon analizi sonucu basing
(A), sicaklik (B) ve permeat/retentat orani (C) faktorlerine
bagli olarak 1, 2 ve SkDa ayirma sinirina sahip membranlarin
permeatlarindaki D-pinitol konsantrasyonu (g/L) igin elde
edilen ikinci dereceden polinom esitlikleri Cizelge 5°de
verilmistir. Kullanmilan 1, 2 ve 5 kDa nanofiltrelere ait
modellerin R? degerleri sirastyla 0,89, 0,42 ve 0,91 olarak
belirlenmis ve modellerin uyum eksikligi (lack of fit) degerleri
O6nemsiz bulunmustur.

Cevap ylizey metodunun olusturdugu deneme desenine
gore 1, 2 ve 5kDa nanofiltre kullanilarak gergeklestirilen
filtrasyonlarda D-pinitol konsantrasyonu igin ulasilan
deneysel degerler ile regresyon esitligine gbre program
tarafindan tahmin edilen degerler arasindaki iliskiler Sekil
6’de verilmistir. Ayrica, ii¢ boyutlu cevap ylizey grafiklerinde
degiskenlerden biri merkez noktada sabit tutulurken yanitlar
ile diger iki degisken arasindaki iliski de incelenmistir.

Ayirma sinir1 1 kDa olan nanofiltre ile yapilan islemde
permeat/retentat oraninin sabit oldugu orta noktada
permeatlarin D-pinitol konsantrasyonunun sicaklik arttik¢a
arttigi; basincin artmasiyla birlikte azaldigi goériilmiistiir
(Sekil 7a). Sicakligin orta noktada sabit tutulmasiyla elde
edilen grafikte permeat/retentat orani azaldik¢a D-pinitol
konsantrasyonu azalmig; basing azaldik¢a 3 Bar’a kadar
artis gostermis ve ardindan azalmaya basglamistir (Sekil
7b). Basincin orta noktada sabit tutulmasiyla D-pinitol
konsantrasyonu permeat/retentat oranina bagli olarak
onemli bir degisim gostermezken, sicakligin azalmasiyla
birlikte artis gostermistir (Sekil 7¢).

D-pinitol konsantrasyonunun, 2 kDa filtreden elde
edilen orneklerde permeat/retentat oraninin sabit oldugu
orta noktada basimng degisiminden Onemli diizeyde

D-pinitol konsantrasyonu (g/L)

D-pinitol konsantrasyonu (g/L)

orneklerde permeat/retentat oraninin sabit tutuldugu orta
noktada sicaklik ve basincin azalmasiyla D-pinitol
konsantrasyonunun azaldigi goriilmektedir (Sekil 7g).
Benzer sekilde sicakligin sabit tutuldugu orta noktada
permeat/retentat orani ve basincin artmasi ile D-pinitol
konsantrasyonu azalmustir (Sekil 7h). Basincin sabit oldugu
orta noktada ise permeat/retentat orani ve sicaklik azaldikca
D-pinitol konsantrasyonunun arttig1 gozlenmistir (Sekil 71).

Cevap Yiizey Metodu ile Belirlenen Optimum
Nanofiltrasyon Kosullar

Filtrasyon sonrasi elde edilen permeatlarm D-pinitol
konsantrasyonlar1 kullanilarak nanofiltrasyon igin optimum
kosullar  saptanmigtir.  D-pinitol  konsantrasyonunun
maksimum oldugu optimum kosul her bir filtre i¢in Design-
Expert programinda belirlenmistir (Cizelge 6).

Programin belirledigi optimum kosullarin istenilen
hedefe ulasma indeksi olarak bilinen d degeri (desirability)
de Cizelge 6’da verilmistir.

Istatistiksel ~ degerlendirme sonucunda; modelin
optimum nanofiltrasyon sartlarinin 5 kDa ayirma sinirinda
besleme basincinin 3 bar, besleme sicakliginin 25°C ve
permeat/retentat oraninin 5 oldugu kosul olarak
belirlenmistir. Bu parametreler uygulandiginda elde
edilecek permeat kismimin 10,23 g/L diizeyinde D-pinitol
icerecegi de Ongorilmiistiir (Cizelge 6). Bu kosullarda
gerceklestirilen nanofiltrasyon denemesinde ise elde edilen
D-pinitol konsantrasyonu 10,48 ¢/L olarak tespit
edilmistir. Dolayisiyla, esitliklerden elde edilen degerler
ile deneysel degerler arasinda en yiiksek korelasyona
(R?=0,91) membran ayirma smr1 5 kDa olan nanofiltre
kullanildiginda ulagilmig ve model tahminlerinin deneysel
verilerle uyumlu oldugu goériilmiistiir.

D-pinitol konsantrasyonu (g/L)
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Sekil 6. CYM deneme desenine gore gergeklestirilen nanofiltrasyonlar sonucu 1 kDa (a), 2 kDa (b) ve 5 kDa (c) ayirma
smirindaki filtreden deneysel olarak elde edilen ve tahmin edilen D-pinitol konsantrasyonu degerleri
Figure 6. The experimentally obtained and estimated D-pinitol concentration values from the filter at the separation limit
of 1 kDa (a), 2 kDa (b) and 5 kDa (c) as a result of nanofiltrations performed according to the RSM
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Sekil 7. Nanofiltrasyonda 1 kDa (a, b, ¢), 2 kDa (d, e, f) ve 5 kDa (g, h, 1) ayirma sinirindaki filtre ile elde edilen
orneklerin D-pinitol igerigine bagli cevap yiizey grafikleri
Figure 7. Response surface graphs based on D-pinitol content of the samples obtained with 1 kDa (a, b, c), 2 kDa (d, e,

f) and 5 kDa (g, h, i) filter in nanofiltration

Cizelge 1. Kegiboynuzu ekstraktinin durultma kosullar1
Table 1. Clarification conditions of carob extract

Depektinizasyon (50°C, 45 dakika)

50 puL/L-Enzim karigim1 (Pectinex 3XL)

Sicak Durultma (50°C, 3 saat)

4 ml/L-Bentonit (%0,5)
10 ml/L-Jelatin (%0,5)
15 ml/L-Kizelzol (%15)

Cizelge 2. Cevap Yiizey Metodu i¢in nanofiltrasyon parametreleri
Table 2. Nanofiltration parameters for the Response Surface Method

Degisken Minimum

Maksimum

Basing (bar) 2
Sicaklik (°C) 0
Permeat/Retentat Orani 4

4
25
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Cizelge 3. Farkli ayirma sinirina sahip filtrelerde gergeklestirilen denemelerden elde edilen 6rneklerin D-pinitol i¢erikleri
Table 3. D-pinitol contents of the samples obtained from filters with different separation limits

Sira Basing (bar) Sicaklik (°C) Permeat/Retentat D-Pinitol (g/L)

1 kDa 2 kDa 5 kDa
1 3 0 5 8,38 8,66 6,73
2 3 12,5 4,5 8,72 8,51 8,70
3 3 25 4 7,25 7,21 7,28
4 4 25 4,5 8,30 7,83 7,79
5 3 12,5 4,5 8,68 9,52 8,45
6 4 12,5 4 7,65 9,07 7,70
7 4 12,5 5 7,59 8,17 8,56
8 2 12,5 5 9,69 7,17 8,07
9 3 12,5 4,5 10,04 9,34 8,96
10 2 25 4,5 4,63 8,11 8,04
11 3 25 5 8,68 8,68 10,48
12 3 0 4 9,15 6,53 8,53
13 2 12,5 4 7,96 7,97 7,12
14 4 0 4,5 6,63 8,30 8,00
15 2 0 4,5 9,51 8,96 7,78

Cizelge 4. 1, 2 ve 5 kDa ayirma sinirinda filtreden numunelerin D-pinitol konsantrasyon degerlerinin varyans analizi ve

regresyon katsayilari

Table 4. Variance analysis and regression coefficients of D-pinitol concentration values of samples from the filter at the

separation limit of 1, 2 and 5 kDa

Terim Katsayilar P
1 kDa 2 kDa 5 kDa 1 kDa 2 kDa 5 kDa
Sabit 9,15 9,12 8,70 0,0402"
A -0,20 0,15 0,13
B -0,60 -0,08 0,32
C 0,29 0,24 0,40
AB 1,64 0,10 -0,12 0,0079"
AC -0,45 -0,03 -0,02
BC 0,55 -0,16 1,25 0,0028"
A? -1,01 -0,25 -0,60
B2 -0,87 -0,57 -0,20
C? 0,09 -0,78 -0,24

Cizelge 5. D-pinitol konsantrasyonu (g/L) i¢in elde edilen ikinci dereceden polinom esitlikleri
Table 5. Quadratic equations obtained for D-pinitol concentration (g/L)

Filtre Ayirma Sinirt

D-pinitol (g/L)

1 kDa
2 kDa
5 kDa

9,15 - 0,20A - 0,60B + 0,29C + 1,64AB - 0,45AC + 0,55BC — 1,01A% - 0,87B2 + 0,09C?
9,12 + 0,15A - 0,08B + 0,24C + 0,10AB — 0,03AC - 0,16BC — 0,25A% - 0,57B% - 0,78C?
8,70 + 0,13A + 0,32B + 0,40C — 0,12AB - 0,02AC + 1,25BC - 0,60A% - 0,20B2 - 0,24C?

Streeter ve ark. (2001) tarafindan yiiriitilen bir
calismada soya fasulyesi yapraklarinin etanolik ekstraktlart
solvent muamelesiyle yagindan arindirildiktan sonra
kullanilan iyon degistirme regineleri ve devaminda
uygulanan aktif komiir filtrasyon islemi sonucunda agirlikca
%85,5 oraninda saf kristal formda D-pinitol eldesinin
miimkiin oldugu bildirilmistir. Camero ve Merino (2004)
tarafindan  gerceklestirilen bir diger c¢aligmada ise
keciboynuzu ekstraktindan D-pinitol ekstraksiyonu igin
oncelikle inversiyon islemi uygulanarak sakkarozun, glikoz
ve fruktoza doniisimii saglanmis, daha sonra ekstraktin
kromatografik seperasyonu ile de D-pinitoliin %90’a varan
oranda sulu ¢ozeltisi elde edilmistir. Yoshida ve ark. (2006)
tarafindan gergeklestirilen bir bagka ¢alismada ise genetigi
degistirilen Bacillus subtilis bakterisinden DCI {iretimi
amaclanmistir. Buna gore arastrmacilarin elde ettigi
bulgulara gore ¢aligmada materyal olarak kullanilan myo-
inositol girdisinin sadece %6’lik kismui ilgili tiir tarafindan
DCI’ya doniistiiriilebilmistir. Oziyci ve ark. (2015)

tarafindan yapilan bir diger ¢caligmada da kegibonuzundan
D-pinitoliin elde edilebilmesi amaciyla fermentasyon,
filtrasyon ve solvent ekstraksiyonu yoOntemlerinin
kullanildig1 ve sonugta kuru madde iizerinden %9,38’den
%37,53’e ulasildig1 rapor edilmistir.

Farkli Nanofiltrasyon Kosullarinda Elde Edilen

Permeatlarin Sakkaroz, Glikoz ve Fruktoz Icerikleri
Farkli nanofiltrasyon kosullarinda elde edilen
permeatlarin sakkaroz, glikoz ve fruktoz igerikleri Cizelge
7’de verilmistir. Nanofiltrasyon denemelerinden elde
edilen permeatlarin sakkaroz igerikleri {izerine basing,
sicaklik ve permeat/retentat orani faktdrlerinin etkileri
incelendiginde basincin etkisi 1 ve 2 kDa ayirma sinirinda
istatistiksel olarak dnemli bulunurken (P<0,05), sicakligin
etkisi ise yalnizca filtrasyon ayirma sinir1 5 kDa oldugunda
onemli bulunmustur (P<0,05). Ayrica, permeat/retentat
oran1 faktoriiniin etkisi 2 kDa ve 5 kDa ayirma sinirina
sahip filtreler i¢in 6nemli olmustur (P<0,05). Denemelerde
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kullanilan  ana  faktorlerin  ikili  interaksiyonlari
incelendiginde 2 kDa ve 5 kDa ayirma sinirinda filtrelerde
sicaklik x permeat/retentat orani ile basing x basing ikili
interaksiyonlarinin etkilerinin 6nemli oldugu belirlenmistir
(P<0,05). Nanofiltrasyonda 2 kDa ayirma sinirina sahip
membranlarin kullanildigi denemelerde permeat/retentat
orant faktorii ve basing X basing ikili interaksiyonu
permeatlarin glikoz miktari {izerine 6nemli seviyede etki
gostermistir  (P<0,05). Bunun  disinda, fruktoz
konsantrasyonu iizerine basing, sicaklik ve permeat/retentat
faktorlerinin ve bu faktorlerin ikili interaksiyonlarinin
etkileri istatistiksel olarak dnemli bulunmamustir.
Tirkiye’de yabani ve kiiltiire alinnus kegiboynuzu
orneklerinin seker profillerinin aragtirildigi bir caligmada,
kiiltiire alinmis kegiboynuzunun sakkaroz igerigi 298,0-
635,0 g/kg, glikoz icerigi 14,5-70,0 g/kg ve fruktoz igerigi
67,1-179,0 g/kg araliginda bulunmustur (Biner ve ark.,
2007). Turhan (2014) tarafindan; yabani ve kiiltlire alinmis
kegiboynuzunun D-pinitol ve seker profili arasindaki
iligkinin arastirildigt  bir ¢alismada, kiiltire alinmig
kegiboynuzunun sakkaroz, glikoz ve fruktoz igeriklerinin
sirastyla 348,78-518,46 g/kg, 35,00-80,57 g/kg ve 52,01-

124,59 g/kg araliginda degistigi bildirilmistir.

Farkli Nanofiltrasyon Kosullarinda FElde Edilen
Permeatlarin TFM Icerikleri

Permeatlarda TFM miktarinin membran ayirma siniri
1, 2 ve 5 kDa olan filtrelerde sirasiyla 393,87-567,10 mg/L,
429,69-647,99 mg/L ve 417,99-820,24 mg/L degerleri
arasinda degistigi goriilmiistiir. Ana varyasyon kaynaklar1
olan basing, sicaklik ve permeat/retentat oraninin etkileri
incelendiginde 1 kDa ayirma sinirinda filtreden elde edilen
permeat Orneklerinin  TFM  miktar1 iizerine basing
faktoriinlin etkisi 6nemli bulunurken, 2 ve 5 kDa ayirma
siirinda filtrelerden elde edilen 6rneklerin TFM miktari
tizerine sicaklik faktoriinin etkisi 6nemli bulunmustur
(P<0,05). Basimg, sicaklilk ve permeat/retentat orani
faktorlerinin ikili interaksiyonlar: incelendiginde 1 kDa
ayirma sinirina sahip filtreyle yapilan denemelerde sicaklik
x permeat/retentat orani, basing X basing, sicaklik X
sicaklik; 2 kDa ayirma sinirina sahip filtrenin kullanildigt
denemelerde basing x sicaklik, basing x permeat/retentat
orani, sicaklik x sicaklik ve 5 kDa ayirma sinirina sahip
filtrenin kullanildigi denemelerde ise sadece sicaklik x

sicaklik ikili interaksiyonlar1 istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (P<0,05).

El Hajaji ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir
calismada 3 farkli tiirde ke¢iboynuzu kabugu, etil asetat ve
metanol  kullanilarak  ekstrakte edilmis ve asili
kagiboynuzu tiiriiniin toplam fenolik madde igeriginin
sirastyla 580 mg/L (GAE) ve 620 mg/L (GAE)
diizeylerinde oldugu bildirilmistir. Roseiro ve ark. (2013)
tarafindan yapilan; geleneksel, ultrases destekli ve siiper
kritik yontemler kullanilarak iki farkli ¢dziiclide
kegiboynuzunun ekstrakte edildigi bir calismada ise
geleneksel ekstraksiyonda %100 su kullanilmasi ile
birlikte 5,8 mg GAE/g kuru madde diizeyinde TFM
icerigine ulasildig1 rapor edilmistir.

Farkli Nanofiltrasyon Kosullarinda Elde Edilen
Permeatlarin TKM I¢erikleri

1, 2 ve 5 kDa ayirma sinirindaki filtreden elde edilen
orneklerin TKM igerikleri sirasiyla %8,04-10,72, %8,60-
10,40 ve %8,57-12,05 araliginda degigsmektedir. Varyans
analizi sonuglarina gore sadece, 2 kDa ayirma sinirinda
filtre kullanilarak elde edilen &rneklerin TKM miktari
lizerine basing X  permeat/retentat orant  ikili
interaksiyonunun  6nemli  diizeyde etkisi oldugu
belirlenmistir (P<0,05).

Farkli Nanofiltrasyon Kosullarinda FElde Edilen
Permeatlarin Mineral Madde Miktar

Mineral madde miktarinin, membran ayirma siniri 1, 2
ve 5 kDa olan filtrelerden elde edilen 6rneklerde sirasiyla
%0,22-0,94, %0,23-0,63, %0,25-0,80 degerleri arasinda
degistigi belirlenmistir. Varyans analizi sonuglara gore
sadece 1 kDa filtreden elde edilen Grneklerin mineral
madde miktar tizerine sicaklik faktoriintin etkisi dnemli
bulunmustur (P<0,05).

Ozcan ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir ¢calismada
kegiboynuzunun meyvesi, 6gitilmiis hali ve surubunun
bazi bilesim &zellikleri ile mineral igerigi arastirilmis ve
mineral igeriklerinin sirastyla %3,33, %2,92 ve %2,16
olarak tespit edildigi bildirilmistir. Oziyci ve ark. (2014)
tarafindan; asili ve yabani kegiboynuzu meyvesi ile
tohumlarinin  mineral bilesimi {izerine yapilan bir
calismada ise, asili keg¢iboynuzu meyvesinin mineral
iceriginin  %2,04-4,37 araliginda tespit edildigi rapor
edilmistir.

Cizelge 6. Kegiboynuzu ekstrakti i¢in belirlenen optimum nanofiltrasyon kosullarinda D-pinitol miktar1 i¢in tahmin edilen

degerler

Table 6. Estimated values for D-pinitol amount under optimum nanofiltration conditions determined for carob extract

Filtre Ayirma D Degeri Kosullar Tahmin Edilen D-
Sinir (Hedefe ulasma indeksi) Basing (bar)  Sicaklik (°C)  Permeat/Retentat Pinitol Miktar1 (g/L)
1 kDa 0,99 2 0 5 9,98
2 kDa 0,88 3 12 4,6 9,16
5 kDa 0,93 3 25 5 10,23

Cizelge 7. Permeatlarin sakkaroz, glikoz ve fruktoz icerikleri

Table 7. Sucrose, glucose and fructose content of the permeates

. Permeat Konsantrasyonu (g/L)
Filtre Ayrrma Sinirt Sakkaroz Glikoz Fruktoz
1 kDa 16,53-24,8 19,92-28,9 14,52-23,74
2 kDa 16,10-21,75 20,61-26,02 13,99-30,21
5 kDa 17,88-27,16 19,28-26,98 15,12-20,30
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Sonuc¢

Ekstraktlarda en yiiksek D-pinitol konsantrasyonuna 5
kDa ayirma smirma sahip nanofiltrede; 3 bar besleme
basicinda, 25°C besleme sicakliginda ve permeat/retentat
oraninin 5 oldugu kosulda ulasilmistir. Bu kosullarda elde
edilen ekstraktin 10,48 g/ D-pinitol igerdigi
belirlenmistir. Optimum kosullarda elde edilen ekstraktin
D-pinitol konsantrasyonu ise %8,7 olarak hesaplanmustir.
Nanofiltrasyon uygulamasi kegiboynuzu ekstraktlarinda
toplam fenolik madde miktari {izerine 1, 2 ve 5 kDa ayirma
siirlarinda etkili olurken toplam mineral madde miktari
iizerine 1 kDa ayirma sinirinda etkili olmustur. Ayrica
seker kompozisyonundaki degisim farkli sicaklik ve basing
uygulamalarinda farklilik gostermistir.
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