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OZET

KECIBOYNUZU MEYVESINDEN (Ceratonia siliqua L.)
SUPERKRITIK KARBONDIOKSIT EKSTRAKSIYONU
iLE D-PINIiTOL ELDESI

ALPER, Yiiksel
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Damismani: Prof. Dr. Fikret PAZIR
Agustos 2016, 69 sayfa

Bu tez ¢alismasinda, keciboynuzu meyvesinden slperkritik karbondioksit
ekstraksiyonu ile D-Pinitol elde edilmesi ve ayni zamanda “’Yanit Yiizey
Yontemi’” kullanarak ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu Uzerinde

calisiimastir.

Calismada kiiltiire alinmis ke¢iboynuzu meyvesi hammadde olarak secilmis
ve Oncelikle fiziksel dzellikleri belirlenmistir. Kegiboynuzu meyvesinin eni 21.78
+2.62 cm, boyu 18.73+1.42 cm, kalinlig1 8.24 + 1.86 mm, tohum sayis1 10 + adet
ve tohum agirlign 2.11 + 0.19 g, meyve eti agirlig: ise 20.58 + 3.17g olarak tespit
edilmistir. Kimyasal analizlerden; nem miktar1 % 9.83 £ 0.20, suda ¢ozunir kuru
madde miktar1 % 53.75 + 1.77, pH degeri 5.10 + 0.01ve titrasyon asitligi % 0.74
10.18 (SSA), sakkaroz miktar1 % 32.04 = 0.12, glikoz miktar1 % 7.25 +0.08,
fruktoz miktar1 % 11.21 £0.15, protein miktar1 % 3.92 £0.10, toplam kiil miktari
% 2.99 + 0.16, toplam fenolik madde miktar1 3574.56 +84.16 mg/kg, D-pinitol
miktart ise % 6.45 + 0.03 olarak tespit edilmistir.

Stperkritik  karbondioksit ekstraksiyonu denemeleri i¢in hammadde
cekirdeklerinden ayrilmis, parcalanmis, nem miktar1 azaltilmis ve toz haline
getirilmistir. Ekstraksiyon parametreleri olarak sicaklik (40°- 50°- 60°C), basing
(200- 300- 400 bar), sure (60- 90- 130 dk) secilmistir. Ekstraksiyon isleminin
yanitlar1 olarak ekstrakt fazdaki D-Pinitol miktart (ppm) ve ekstraksiyon
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verimliligi (g D-Pinitol / 100g Keciboynuzu) se¢ilmistir. Elde edilen
ekstraktlarda, HPLC yontemi kullanilarak D-pinitol miktar1 tespit edilmistir.
Belirlenen kosullarda ekstrakttaki D-pinitol miktar1 2600-3371 ppm degerleri
arasinda, ekstraksiyon verimliligi ise 4.55-5.90 g D-Pinitol / 100g Kegiboynuzu

arasinda oldugu bulunmustur.

Olusturulan deneme deseninin verileri Yanit Yiizey Yontemi kullanilarak
degerlendirilmis ve sistem i¢in segilen lic bagimsiz degiskenin de (sicaklik,
basing, siire) istatistiksel olarak ©Onem tasidigr goriilmiistiir. Olusturulan
modellerde, bu {i¢ bagimsiz degiskene ek olarak sicaklik ve siire interaksiyonunun

da etkili oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak gergeklestirilen optimizasyon basamaginda, ekstrakttaki D-
pinitol miktar1 (ppm) ve ekstraksiyon verimliliginin (g D-Pinitol / 100 ¢
Kegiboynuzu) maksimum oldugu islem kosullarinin 58.19°C sicaklik, 397.22 Bar
basing, 109.82 dakika ekstraksiyon siiresi oldugu goriilmiistiir. Bu kosullarda
istenilebilirlik (desirability) degerinin de 1 olarak bulunmasi optimizasyonun

basarili oldugunu goéstermektedir.

Anahtar Sozcukler: Keciboynuzu meyvesi, Siperkritik karbondioksit
ekstraksiyonu, D-pinitol, Yanit Yiizey Metodu



ABSTRACT

OBTAINING D-PINITOL FROM CAROB BEAN (Ceratonia siliqua
L.) BY USING SUPERCRITICAL CARBONDIOXIDE (CO2)
EXTRACTION

ALPER, Yiiksel
MSc in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Fikret PAZIR
August 2016, 69 pages

In this work, obtaining D-pinitol from carob bean by using supercritical
carbondioxide extraction were evaluated and parameters of the extraction process
were optimized by using ‘Response Surface Methodology’.

First of all, physical and chemical properties of raw material were
determined by several analysis, For physical determination; width, thickness,
length were measured and weight of seeds, weight of seedless portion, number of
seeds were calculated. For chemical determination; moisture content, water
soluble dry content, D-pinitol and sugar analysis, protein amount, total ash
amount, pH and titratable acidity, total phenolic matter amount were determined.

For supercritical carbondioxide extraction trials carob beans were deseeded,
dried, crashed and powderised respectively. Extraction parameters were selected
as temperature (40°-50°-60°C), pressure (200- 300- 400 bars), time (60-90-130
min). Responses of extraction process were the amount of extracted D-pinitol
(ppm) and extraction yield (g D-Pinitol / 100 g Carob). D-pinitol amount of
extracts were evaluated By using HPLC method.

Values of experimental design were evaluated by using ‘Response Surface
Methodology’ and it shows that the parameters which were choosen for
independent variables (temperature, pressure, time) are important from statistical
point of view.



In conclusion, at the optimization step, the optimal conditions for
supercritical carbondioxide extraction were determined as temperature 58.19°C,
pressure 397.22 Bars, 109.82 minutes extraction time. At these optimal conditions
desirability value was found as 1. That means optimization was fulfilled
successfully.

Key Words: Carob bean, Supercritical carbondioxide extraction, D-pinitol,
Response Surface Methodology
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1.GIRIS

Keciboynuzu meyvesi (Ceratonia siliqua L.) diinyanin ¢ogu yerinde hem
besleyici degeri agisindan hem de ekonomik agidan Onem tasimaktadir.
Tiirkiye’de ve diinyada keciboynuzu genellikle Akdeniz ikliminin hakim oldugu,
Akdeniz’e kiyis1 olan bolgelerde yetismektedir. Genis bir iiretim alanina sahip
iilkemizde yillik yaklasik 12,000-14,000 ton kegiboynuzu iiretildigi bilinmektedir
(Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2015). Bu meyveden cogunlukla kegiboynuzu
pekmezi, gam (locust bean gum), un ve biyoaktif bir bilesen olan ayni zamanda
ekonomik agidan 6nem tasiyan D-Pinitol Uretilmektedir. Bu Grtinlerin Gretiminden
arta kalan kisim ise ¢ogu zaman hayvan yemi veya diyet lifi olarak

degerlendirilmektedir.

Gilintimiizde insanlig1 tehdit eden ve giin gectikce yayginlasan hastaliklara
ornek olarak gosterilen obezite, kalp ve damar hastaliklari, sinirim sistemi
rahatsizliklari, yeme bozukluklar1 ve gesitli kanser tiirleri insanlarin genetik
yatkinliklarina ek olarak beslenme dizenleriyle de baglantilidir. Bu
hastaliklardaki yayginlasma toplumlar1 saglikli beslenmeye ve olabildigince
islenmemis gidalar tiikketmeye sevk etmektedir. Bilinglenen toplumlarda insanlar
yeme aligkanliklarint degistirmekte, gidalarin igeriklerine ve iiretim sekillerine
dikkat etmektedirler. Ke¢iboynuzu meyvesi de gerek dogal enerji ve lif kaynag:
olmas1 gerek bir biyoaktif bilesen kaynagi olmasiyla gilinlimiiz beslenme
anlayisina uyan bir meyvedir. Ayn1 zamanda iilkemizde de ulasimi kolay bir
meyve olmasi, satis fiyatinin da uygun olmasi tiiketim zorlugu olasiligini1 ortadan
kaldirmaktadir.

Keciboynuzu meyvesi igerdigi %52- 62 toplam seker miktar1 ile enerji
icerigi yiiksek gidalardandir. Bunun yani sira yiiksek mineral madde igerigine
sahiptir. Ozellikle potasyum (843-1215 mg/100 g), kalsiyum (251-361mg/100 g),
magnezyum (63-326 mg/ 100 g) , fosfor (85-681 mg/100 g) agisindan zengindir
ve 3944.7 mg/kg toplam fenolik madde icermektedir (Simsek ve Artik, 2002;
Ulusal Gida Kompozisyon Veri Tabani, 2016).

Keciboynuzu, hem meyve olarak hem de pekmez olarak tuketilebilen bir
meyve ¢esididir. Hem keciboynuzu meyvesi hem de pekmezi biyoaktif bir bilesen
olan D- Pinitol’ in dogal kaynaklar1 olmalar1 dolayisiyla degerli {irtinlerdir.



D-Pinitol’ Un Tip 2 diyabet Gizerine etkili oldugu ve bu hastalikla basa ¢ikma
amacl kullanilabilecek bir madde oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur.
D-Pinitol ve diyabet iligskisinin netlestirilmesi amaciyla arastirmalar hala da
yiiriitiilmektedir. Diyabete ek olarak bazi kanser tiirleri {izerinde de etkilerinin

arastirildig1 calismalar mevuttur.

Bu ¢alismada, ke¢iboynuzu meyvesi hem igcerdigi D-Pinitol miktar1 hem de
iilkemizde bol miktarda yetisen bir meyve olmasi nedeniyle hammadde olarak
sec¢ilmistir. Diyabet tiim diinyada oldugu gibi lilkemizin de baslica saglik sorunlar1
arasinda oldugundan bu hastalikla miicadele amaciyla fonksiyonel gidalar, gida
takviyeleri veya tibbi destekler iiretilmesi ve bu iiretimler hakkinda yapilan
caligmalarin arttirilmasi gerekmektedir. Tez ¢alismasinda D-Pinitol kegiboynuzu
meyvesinden siperkritik karbondioksit ekstraksiyonu yontemiyle ekstrakte
edilmis ve ekstraksiyon kosullarmin optimizasyonu tizerinde ¢alisilmistir. Ayni
zamanda hammaddenin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri yapilan c¢esitli analizlerle

belirlenmis ve ¢alisma bu yonden desteklenmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Keciboynuzu Meyvesi (Ceratonia siliqua L.)

Kegiboynuzu agaci, diinyada Akdeniz ikliminin 6zelliklerinin gorildigi
bélgelerde antik ¢aglardan giiniimiize Yyetismekte olan bir aga¢ tiirtdiir.
Keg¢iboynuzu meyvesinden tarihte ilk defa eski Yunanlarin faydalandigr ve
Yunanistan ve Italya’ ya bu meyvenin, anavatan1 olan Orta Dogu’dan Araplar
tarafindan tasindigi bilinmektedir (Battle and Tous, 1997).

Ispanya, Italya, Portekiz, Fas, Tiirkiye, Yunanistan gibi Akdeniz tlkeleri
keciboynuzu meyvesinin yetistiriciligini ve ihracatim yapmaktadirlar. Ozellikle
Ispanya ve Portekiz gibi iilkelerde kegiboynuzu meyvesi, kiiltiirii yapilan nemli
bir meyve tiridir. Ulkemiz de kegiboynuzu agacinin baslica yetistigi bolgelerin
arasinda yer almaktadir. izmir’in Urla ilgesinden baslayip, Hatay’in Samandag
ilgesine kadar uzanan alanda 1750 kilometrelik bir yetisme ve yetistirilme hattina
sahip olmakla birlikte deniz seviyesinden 600-700 metre yiikseklige kadar
kegiboynuzu agaci gorilebilmektedir (Se¢men, 1974; Pekmezci vd., 2008).

Sekil 2.1: Kegiboynuzu Meyvesinin Yetistigi Yerlerin Diinya Genelinde Dagilimi (Battle
ve Tous, 1997)



Keciboynuzu (Ceratonia siliqua L.), Leguminoseae (Fabaceae-Baklagiller)
familyasindan Caesalpinaceae alt familyasina ait bir bitkidir ve Turkiyede
‘Harnup’ olarak da bilinmektedir. Cizelge 2.1’ de kegiboynuzu meyvesinin farkl

dillerdeki isimleri verilmistir.

Cizelge 2.1: Keciboynuzu Meyvesinin Farkli Dillerdeki Isimleri

Isim Dil
Harnup — Keciboynuzu Turkece
Carob Bean Ingilizce
Karubenbaum Almanca
Alfarrobeira Portekizce
Caroubier Fransizca
Carruba Italyanca
Algarroba Ispanyolca

Ke¢iboynuzu agact ekonomik agidan meyvesi ve tohumlari ile Onem
tasimaktadir. Buna ek olarak cevresel anlamda da, gucli kok sistemine sahip
olmasi ve kurakliga dayanikli olmasiyla toprak erozyonunun o6nlenmesinde
etkilidir. Ayn1 zamanda hep yesil kalan bir bitki olmasi nedeniyle de peyzaj
caligmalar1 amaciyla kullanimi da mevcuttur (Battle and Tous, 1997; Pekmezci
vd., 2008; Karhan vd., 2010).

Sekil 2.2: Kegiboynuzu Agact



Dunya genelinde kegiboynuzu meyvesi yetistirilen toplam alan, 200,000
hektar civarinda olmakla beraber iiretim miktar1 ise 315,000 ton/yil® dir.
Tirkiye’de ise 13,000 hektar liretim alan1 bulunmaktadir. Tiirkiye yilda yaklagik
12,000-14,000 ton kegiboynuzu meyvesi tiretmektedir (Tiirkiye Istatistik Kurumu,
2015).

Ke¢iboynuzu meyvesinin fiziksel o6zellikleri meyvenin yetistigi bolgeye,
yabani veya asili olmasma baghh olarak degisiklik gdsterebilmektedir.
Keg¢iboynuzu meyvesinin fiziksel Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan
calismalarda meyvenin agirhigi, boyu, eni, kalinligi, tohum sayisi, tohum agirlig
ve meyve eti agirh@ gibi ozellikler incelenmistir. Arastirmalarin sonuglari bir
adet keciboynuzu meyvesi i¢in hesaplanmis olup Cizelge 2.2°de verilmistir
(Karkacier ve Artik, 1995; Karhan vd., 2010).

Cizelge 2.2: Kegiboynuzu Meyvesinde Gergeklestirilen Fiziksel Analizlerin Verileri
(Karkacier ve Artik, 1995; Karhan vd., 2010)

Analiz Cesidi Sonug

Karkacier ve Artik Karhan vd.

(1995) (2010)

Meyve Boyu (cm) 13.870 +2.27 16.10 £3.05
Meyve Eni (mm) 23.47 £0.22 18.13+2.60
Meyve Kalinhig1 (mm) 10,070 +0,12 6.39+1.62
Tohum Sayisi (adet) 9+1 6-—-12+2
Meyve Agirhig (g) 19.45 + 3.48 12.63 +4.31
Tohum Agirhg (g) 1.48 +0.33 1.92 +0.48

Meyve Eti Agirhg (g) - 10.65 +4.09




Keciboynuzunun hasat zamani meyvenin dis renginin yesilden kahverengiye
donmesiyle kolayca anlagilabilmektedir. Sekil 2.3 de olgunlagsmamis
keciboynuzu meyvesi goriilmektedir. Sekil 2.4° de ise rengi yesilden

kahverengiye donmiis ve olgunlasmis kegiboynuzu meyvesi goriilmektedir.

Sekil 2.3: Olgunlagsmamis Kegiboynuzu Meyvesi

Sekil 2.4: Olgunlagsmis Kegiboynuzu Meyvesi



2.2 Keciboynuzu Meyvesinin Bilesimi

Ke¢iboynuzu meyvesinin  bilesiminin ve fiziksel 06zelliklerinin uzun
yillardan beri bir¢ok arastirmaci tarafindan incelendigi bilinmektedir (Karkacier
ve Artik, 1995; Avvallone et al., 1997; Bengoechea et al., 2008; Baumgartner et
al., 1986; Yousif and Alghzawi, 2000; Battle and Tous, 1997; Biner vd., 2005;
Owen et al. 2003; Karababa ve Coskuner, 2013). Bu arastirmalar dogrultusunda
kegiboynuzunun kuru madde bazinda %52-62 toplam seker i¢erdigi ve bu toplam
sekerin de %34-42 sakkaroz , %7-9 glukoz, %10-12 fruktoz oldugu belirlenmistir.
Buna ek olarak 100 g keciboynuzu 25.83 g diyet lifi, 4.18 g protein, 0.69 g yag
icermektedir. Keg¢iboynuzu meyvesinin bilesimi Cizelge 2.3’ de verilmistir.
(Karkacier ve Artik, 1995; Avvallone et al., 1997; Bengoecha et al., 2008; Yousif
ve Alghzawi, 2000; Battle ve Tous, 1997; Owen et al.,, 2003; Karababa ve
Coskuner, 2013; Ulusal Gida Kompozisyon Veri Tabani, 2016) .

Cizelge 2.3: Kegiboynuzu Meyvesi Bilesimi (Karkacier ve Artik, 1995; Avvallone et al., 1997,
Bengoecha et al., 2008; Yousif ve Alghzawi, 2000; Battle ve Tous, 1997; Owen et al., 2003;
Karababa ve Coskuner, 2013)

Bilesen Miktar
Toplam Kuru Madde % 91 -92
Suda Cozunur Kuru Madde % 62 — 67
Toplam Seker % 52 — 62
Sakkaroz % 34- 42
Fruktoz % 10 - 12
Glikoz %7-9
D - Pinitol %5-7
Protein % 3.69 —5.98
Yag % 0.57 — 0.78
Toplam Kul %2-2.88
Titrasyon Asitligi (SSA) % 0.57 - 0.93
Ham Seluloz % 4 —8.56
pH Degeri 5.14-5.84

Toplam Fenolik Madde Miktari 3944.7 mg/kg




Keciboynuzu mineral madde agisindan zengin bir meyvedir. Potasyum
(843-1215 mg/100 g), kalsiyum (251-361mg/100 g), magnezyum (63-326 mg/
100 g) , fosfor (85-681 mg/100 g) , sodyum (4-7 mg/100 g) ve demir (1.25-5.44
mg/ 100 g), cinko (0.61-4.27 mg/100 g) keciboynuzunda bulunan minerallerdir ve
bunlardan miktarca en fazla olam1 potasyumdur (Cizelge 2.4) (Ulusal Gida
Kompozisyon Veri Tabani, 2016).

Cizelge 2.4: Keciboynuzu Meyvesi Mineral Madde Icerigi (Ulusal Gida Kompozisyon Veri
Tabani, 2016)

Mineral Cesidi Miktar (mg/ 100g)

Potasyum (K) 843 — 1215
Kalsiyum (Ca) 251 - 361
Magnezyum (Mg) 63 — 326
Fosfor (P) 85 - 681
Sodyum (Na) 4-7
Demir (Fe) 1.25-5.44
Cinko (Zn) 0.61—4.27

Keg¢iboynuzunda 24 c¢esit fenolik bilesen bulunmaktardir. Fenolik
maddelerden bazilart mirisetin ramnosit (%9.8), kuersetin ramnosit (%10.23),
metil gallat (% 1.03), sinamik asit (%1.5), mirisetin glikozit (%1.58) ve gallik
asittir (%41.7). Toplam fenolik madde miktarinin (3944.7 mg/kg kuru madde)
biiyiik bir ¢ogunlugunu gallik asit olusturmaktadir (Cizelge 2.5) (Owen et al.,
2003).



Cizelge 2.5: Keciboynuzu Meyvesi Fenolik Madde Icerigi (Owen et al., 2003)

Fenolik Madde Miktar (mg/kg)
Gallik Asit 1647.5
1,2, 3, 6-Tetra-O-galloyl-p-d-glucose 571.4
1, 2, 6-Tri-O-galloyl-B-d-glucose 418.9
Kuersetin Ramnosit 403.4
Mirisetin Ramnosit 366.1
1,6-Di-O-galloyl-p-d-glucose 157.4
Mirisetin Glikozit 62.2
Sinamik Asit 49.3
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 144
Apigenin 12.8
Kuersetin 12.1
Kumarik Asit 11.3
Trisetin 3,5’ dimetil eter 3.1
Siringik Asit 24
Kaempferol 1.4

Genistein 0.5
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Agirlik olarak %90 meyve eti, %10 ¢ekirdekten olusan kegiboynuzunun
kimyasal kompozisyonu bitkinin ¢esidine ve hasat zamanina baglidir (Battle and
Tous,1997).

Keg¢iboynuzu meyvesinin hem yabani hem asili tipi mevcuttur. Karhan vd.
(2010) Akdeniz ve Ege Bolgesinde yetisen asili ve yabani tip kegiboynuzlarini,
endustriye yonelik D-Pinitol igerigince zengin tiplerin seleksiyonu amaciyla
incelenmis, asili ve yabani tip keciboynuzlarinin D- Pinitol miktarlar1 arasinda

istatistiksel bir farkin bulunmadigini belirtmislerdir.
2.3 Kegiboynuzu ve Saglik

Keciboynuzu meyvesinin ¢ekirdeksiz 100 g’ 1 293 kcal enerji vermektedir
(Ulusal Gida Kompozisyon Veri Tabani, 2016). insanlarm saglikli beslenmeye
olan ilgisinin artisi, dogal ve islenmemis enerji kaynaklarina olan yonelimi
arttirmistir. Dolayisiyla ke¢iboynuzu meyvesi dogrudan tiiketildiginde saglikli bir
enerji kaynagdir.

Giinlimiiz diinyasinda Olimlerin biiyik bir kismi kalp ve damar
hastaliklarindan kaynaklanmaktadir. Potasyum, kalp ve damar hastaliklar: riskini
diistirticii etkiye sahip bir mineraldir ve insan diyetinde yeterli miktarda alinmasi
saglik agisindan bliyiik dnem tasimaktadir (Weaver, 2013). Kegiboynuzu mineral
madde acisindan zengin bir meyvedir ve icerdigi toplam mineral madde
miktarinin biiyiik bir ¢ogunlugunu potasyum olusturmaktadir (Ulusal Gida
Kompozisyon Veri Tabani, 2016).

Keciboynuzu meyvesi fenolik maddeler agisindan zengin bir meyvedir.
Yapisinda 24 farkli cesit fenolik madde bulundurur, bu fenolik maddelerden
miktarca en fazla olani ise gallik asittir (Owen et al., 2003). Gallik asit bitkisel
orijinli bir antioksidandir ve diger fenolik maddeler gibi oksidatif strese kars1
koruyucu 6zellige sahiptir (Yen et al., 2002).

100 g ¢ekirdeksiz kegiboynuzu 25.83 g diyet lifi icermektedir (Ulusal Gida
Kompozisyon Veri Tabani,2016). Giiniimiiz sartlarinda saglikli bir bireyin
beslenmesinde bulunmasi gereken ana maddelerden biri olan diyet lifi insan

sagligr acisindan biiyiikk 6nem tasimaktadir. Degisen beslenme aliskanliklart
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obezite, kalp ve damar hastaliklari, sindirim sistemi bozukluklar1 gibi hastaliklar
yayginlastirmistir (Burdurlu ve Karadeniz, 2003; Diilger ve Sahan’ dan, 2011). Bu
tip hastaliklarin 6niine ge¢mek i¢in diyet lifince zengin bir beslenme aliskanligi
edinilmelidir.

Sagladig1 tim yararlarin yani sira, Kegiboynuzu meyvesinin yapisinda
bulunan D- pinitol’ {in insan saglig1 tizerine etkilerinin arastirildigi ve ortaya
konuldugu ¢alismalar da mevcuttur (Nestler et al., 1999;Bates et al.,2000; Kim et
al., 2005, Regarajan et al., 2012) .D-pinitol, insan metabolizmasinda insiilin gibi
davranarak kan plazmasindaki glikozu diisiirme ve dengeleme 6zelligine sahiptir
(Camero and Merino, 2004; Bates et al., 2000).

Insiilin, kan plazmasindaki glikoz seviyesini diizenleyen ve viicutta
gerceklesen hiicre biiylimesi, elektrolit dengenin saglanmasi, plazma- doku ve yag
metabolizmalarinin diizenlenmesi gibi onemli faaliyetler {izerinde etkili bir
hormondur (Ostlund and Sherman, 1996). Diyabet, karbonhidrat ve yag
metabolizmasi ile ilgili gevresel ve genetik faktorlerin etkili oldugu metabolik bir
rahatsizliktir ve iki tipi (Tip 1, Tip 2) mevcuttur. Tip 1 diyabette insulin hormonu
hi¢ salgilanamamaktadir. Diyabetin en yaygin tipi olan Tip 2 diyabette, Tip 1 den
farkli olarak pankreas insiilini iretmekte ancak viicut bu dretilen insdlini
kullanamamaktadir (Ortmeyer et al., 1992). Cesitli metotlarla elde edilen D-
pinitol ve tirevlerinin agiz ve damar yoluyla alinabilecegi gibi enteral yolla da
tatbik edilmesi mimkiindiir. Bu yollardan alinan D-pinitol’ iin viicutta dogrudan
metabolize edilebildigi goriilmistiir (Oslund and Sherman 1996).

Kim et al. (2005) yirittiikleri bir aragtirmada, Kore’ de gergeklestirilmis ve
30 tane Tip 2 diyabet hastasi lizerinde D-pinitol’ {in etkisi aragtirilmistir. Hasta
grubu plasebo ve D-pinitol grubu olarak ikiye bolinmiis ve D-pinitol grubuna
600 mg D-pinitol iceren ilaglar 13 hafta boyunca verilmistir. Ve hastalardan
beslenmelerine her zaman oldugu gibi devam etmeleri istenmistir Arastirmalarin
sonucunda, D-pinitol tatbik edilen hasta grubunun LDL kolesterol seviyesinde
kontrol grubuna gore bir diisiis belirlenmistir (Cizelge 2.6). Hastalarda 13 hafta
sonunda plazma glikoz miktar1 degisimi ve kan lipid profili olumlu yonde
degismistir. Buna bagli olarak, D-pinitol’iin Tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler

hastaliklarda tedavi edici ve Onleyici etkisi oldugu ortaya konmustur.
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Cizelge 2.6: Plasebo ve D-Pinitol Grubu Olgiim Degerleri (Kim et.al., 2005)

Plasebo Grubu (15 Kkisi) Kontrol Grubu (15 Kisi)

Baslangi¢ Bitis Baslangi¢ Bitis
Viicut Agirhgi (kg) 61.1+15 61.2+16 64.1+1.7 64.1+2.0

Plazmadaki Glikoz 8.79+0.30 8.71+0.25 8.72+0.33 7.04 £0.29
Miktar1 (mmol/L)

Insulin (WU/ ml) 164+14 161+15 16.8+0.9 141+1.0

Toplam Kolesterol 5.23+0.24 525+0.25 5.30%0.22 511+0.21
(mmol/L)

HDL Kolesterol 1.21+0.07 1.19+0.07 112+0.05 1.22 +0.04
(mmol/L)

LDL Kaolesterol 3.10+0.23 3.12+0.22 3.18+0.018 294+0.18
(mmol/L)

Bates et al. (2000), gerceklestirdikleri ¢alismada, D-pinitol’ Un insulin
etkisini fareler tizerinde arastirmiglardir. Kullanilan fareler normal, obez-
diyabetik, STZ (streptozotosin ile indiikklenmis ) diyabetik olarak
gruplandirilmislardir.10 gun boyunca 100 mg kg-1 D-pinitol oral olarak tatbik
edilmistir. Test siiresi boyunca 6 saat araliklarla kan 6rnekleri alinmistir. Belirtilen
zaman araliklart sonunda kan plazmasindaki glikoz miktarlart Olgiilen fare
gruplarinda en ¢ok diislisiin STZ-diyabetik farelerde oldugu saptanmistir.
Aragtirma sonucunda, STZ — diyabetik farelerde D-pinitol akut ve kronik olarak

insiilin gibi davrandig1 ve plazmadaki glikoz miktarin diisiirdiigli goriilmiistiir.
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2.4 Keciboynuzu Meyvesinden Uretilen Urtinler

Kec¢iboynuzunun hem ¢ekirdeklerinden hem de meyve kismindan gida
endustrisinde ve diger endistrilerde ¢esitli trlnler Uretilmektedir. Bu Grlnlerin

kullanildig1 enddistriler ve kullanim amaglari1 Cizelge 2.7’ de verilmistir.
Bu Uriinlere Gida Endiistrisinden Ornekler:

- Keciboynuzu Unu

- Keciboynuzu Pekmezi

- Gam (Locust Bean Gum)
- D-Pinitol

- Diyet Lifi

- Hayvan Yemi’ dir.

Cizelge 2.7: Kegiboynuzu Meyvesinin Kullanim Alanlar1 (Turhan, 2005)

Kullamldig1 Endiistri Kullanim Amaci

Eczacilik Briyantin — Cesitli Tlaglar — Dis Macunu

Kozmetik Emulsiyonlar — Kopukler — Trag Kopiigi

Kimya Tutkal — Boya — Parlatici — Kumas Boyas1 — Kibrit —
Pestisit

Insaat Nem Cekici Madde — Duvar Saglamlagtima

Kagit Koyulastirict — Parlatict

Gida - Yem Hayvan Yemi — Pekmez — Gam Uretimi — Sekerli ve

Unlu Mamuller

Tekstil Deri Urlinlerinin Parlatilmasi ve Tabaklanmasi

2.4.1 Kegiboynuzu Unu

Keciboynuzu unu, keciboynuzu meyvesinin 6ncelikle cekirdeklerinden
armdirilip daha sonra yikanip kurutulmasini takiben belirli partikil boyutunda
kagultilmesi ve tekrar kurutulmasiyla elde edilir. Kegiboynuzu unu kafein ve
teobromin igermemesi, yag oraninin ¢ok diisiik olmasi gibi nedenlerden dolay1
kakao ikamesi olarak tercih edilen bir Grundur (Yousif ve Alghzawi, 2000).
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Sekil 2.5: Kegiboynuzu Unu

2.4.2 Kegiboynuzu Pekmezi

Keciboynuzu pekmezi tilkemizin geleneksel urunlerinden biridir ve
ke¢iboynuzu meyvesinin en yaygin tiiketilme seklidir. Bu iiriin Sekil 2.6’ da da
goriildiigii gibi meyvenin temizlenip ¢ekirdeklerinden ayrilmasini takiben
ekstraksiyon ve evaporasyon islemleri sonucunda Uretilir (Karababa ve Isikli,
2005). Son urun genellikle 70°Brikse kadar evapore edilmekte, elde edilen
pekmez cam, plastik veya metal ambalajlarda tiiketim zamanina kadar
depolanmaktadir (Simsek ve Artik, 2002).
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Kegiboynuzu Meyvesi

Cekirdeklerin Ayrilmasi-Yikama

Parcalama

Ekstraksiyon

Isitma

Durultma veya Filtrasyon

Evaporasyon

Ambalajlama

Depolama

Sekil 2.6: Kegiboynuzu Pekmezi Uretim Akim Semas1 ( Simsek ve Artik, 2002)
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Eksi ve Artik (1986), Dat¢a, Kas, Alanya, Silifke ve Girne yorelerinden
saglanan kec¢iboynuzu meyvelerinin ve pekmezin kimyasal bilesimini ve mineral
madde igeriklerini incelemisler; gerek meyvenin ve gerekse pekmezin iyi bir

enerji ve mineral madde kaynagi oldugunu bildirmislerdir.

Kegiboynuzu pekmezi Cizelge 2.8’ de goriildigi gibi, % 74.48-75.75
toplam kuru madde , %71.2-72.3 suda ¢6zinir kuru madde, bu ¢dzlnlr kuru
madde icerisinde de , %11.42-13.23 glikoz , %10.50-11.85 fruktoz, %40.36-44.38
sakkaroz icermektedir ayrica pekmezin pH degeri 5.10-5.25, titrasyon asitligi ise
0.86-0.89 arasinda degismektedir (Simsek ve Artik, 2002 ; Turhan vd., 2007).

Cizelge 2.8: Kegiboynuzu Pekmezi Bilesimi ( Simsek ve Artik, 2002)

Bilesim Miktar
Kuru madde % 74.48 — 75.75
Suda Cozunidr Kuru Madde %712 —72.3
Toplam Seker % 62.16 — 68.79
Glikoz % 11.42 —13.23
Fruktoz % 10.50 — 11.85
Sakkaroz % 40.36 — 44.38
Toplam Kl % 1.33 - 1.62
Titrasyon Asitligi % 0.55 - 0.66

Ph 5.10 - 5.25
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Sekil 2.7: Kegiboynuzu Pekmezi

2.4.3 Gam (Locust Bean Gum)

Keciboynuzu meyvesinin gekirdekleri igerikleri agisindan biiyiik ticari 6nem
tasimaktadirlar. Her bir kegiboynuzu yaklasik 8-10 adet ¢ekirdek icermektedir. Bir
keciboynuzu cekirdegi agirlikca 9%30-33 tohum zari, %42-%30-33 tohum zari,
%42-46 endosperm, %23-25 embriyodan olusmaktadir (Batte and Tous, 1997).

Sekil 2.8: Keciboynuzu Meyvesi Cekirdekleri
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3 S
~

Sekil 2.9: Kegiboynuzu Meyvesi Cekirdeklerinden Gam Uretimi Basamaklar1

Gam Uretiminde ilk basamak keciboynuzu meyvesinin cekirdeklerinin
meyveden ayrilmasidir. Daha sonra ¢ekirdeklerin etrafin1 saran tohum zari, tohum
icindeki endosperm ve embriyoya zarar vermeden soyulur. En son asamada ise
endosperm istenen partikiil bliylikliigiinii saglayacak degirmenlerde ogiitiilerek

tiretim islemi tamamlanir (Battle ve Tous, 1997).

Keciboynuzu gami, genis pH araliginda yiiksek viskoziteli jel olusturabilme
kapasitesi sayesinde basta gida endiistrisi olmakla beraber eczacilik, kozmetik,
kagit gibi bir ¢ok farkli sektorde de katki maddesi olarak kullanilmaktadir Cizelge
2.9’da kegiboynuzu gaminin fonksiyonel 6zellikleri, bu 6zelliklerden faydalanan
endiistriler ve kullanim oranlar1 yer almaktadir (Lazaridou et al., 2000).

Gida endiistrisinde en yaygin kullanim alanlari; ekmek, makarna, dondurma,
peynir, bazi et tirtinleri, ¢ikolata gibi Grtinlerdir (Barak and Mudgil, 2014).
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Cizelge 2.9: Kegiboynuzu Gaminin Kullanim Alanlari (Turhan, 2005)

Fonksiyonel Ozellik

Endiistriyel Ornek

Kullanim Oram (%)

Adezyon
Baglayic1 Ajan
Viicut Ajam

Kristalizasyon Onleyici

Bulamklik Onleyici

Diyet Lifi
Kopuk Stabilizatori

Jellestirici Ajan

Sekillendirici

Koruyucu Kolloid

Sterilize Edici Ajan

Suspanse Edici Ajan
Sisirici Ajan

Sinerjist Ajan

Koyulastiric1 Ajan

Sekerlemeler ve igecekler
Hayvansal Gidalarda
Diyetetik iceceklerde

Dondurma — Dondurulmus
Gidalar — Ekmek

Meyve Igecekleri ve
Iceceklerde

Tahillarda ve Ekmekte
Dondurmalarda

Puding — Tath ve
Sekerlemelerde

Droplarda ve
Sekerlemelerde

Tatlandirict Emilsiyonlarda

Mayonez ve
Dondurmalarda

Cikolatalr st
Et ve Et Urtnleri

Light Peynir ve
Dondurulmug Gidalarda

Recellerde — Soslarda ve
Bebek Gidalarinda

02-05

02-05

02-10

0,1-05

<01

02-05

0,1-05

02-1,0

05-20

0,2-05

01-05

<01

02-05

02-0,5

0,2-0,5
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2.4.4 D - Pinitol

D- Pinitol, ilk olarak M. Berthelot tarafindan ¢am agaci1 (Pinus lambertiana
Dougl.) reg¢inesinden izole edilmistir (Anderson et al., 1952). Buna ek olarak,
keciboynuzu meyvesi (Ceratonia siliqua L.) soya, karanfil bitkisinin yapraklari
(Dianthus caryophllyus L.), mizrakli Japon tggiilii (Lespedeza cuneata) gibi
bitkiler de D- Pinitol kaynaklarina 6rnektir (Ichimura et al., 1997; Chul-Shin et
al., 2003; Camero ve Merino, 2004; Do, 2007).

Insan diyetinin normal bir bileseni olan D-pinitol, biyoaktif bir bilesendir.

D- chiro inositol’ tin monometillendirilmis hali olan bu biyoaktif bilesenin

konfigilirasyonu Sekil 2.10° da gosterilmistir.

1

HO . A AOH
// \\_\ AN A
2 6]
D-PINITOL
C: 3 5],
\ \'\ \ AR /
HCO \ \\4 /OH

Sekil 2.10: D-Pinitol'in Kimyasal Konfigurasyonu

D-pinitol, kimyasal yollarla laboratuvar kosullarinda da iiretilmesi ¢ok
yiiksek maliyetli bir islem olmasi nedeniyle dogal kaynaklardan izolasyonu tercih
edilmekte ve bu alanda calismalar gergeklestirilmektedir (Poongothai and
Sripathi, 2013).
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D-pinitol kullanilarak ¢esitli gida takviyeleri ve ilaclar tretilmekte olup D-
pinitol’ {in ¢agimiz1 tehtit eden hastaliklar lizerinde (6rnegin diyabet) etkisinin

arastirildig1 caligmalar gilin gectikce artmaktadir.

D-pinitol iceren gida takviyeleri kat1 ve sivi formlarda olabilirler. Tablet,
kapsiil, bar, toz formlar kati; dispersiyon, emiilsiyon, su bazli oral- damar veya
enteral soliisyonlar ise sivi formlara drnektir (Ostlund ve Sherman, 1996).

Agiz yoluyla alinabilen bir gida takviyesinin kompozisyonu, D-pinitol, su,
maltodekstrin, seker, misir yagi, sodyum kazeinat, soya protein izolati, kalsiyum
kazeinat, potasyum sitrat, trikalsiyum fosfat, magnezyum klorir, sodyum sitrat,
lesitin, potasyum Kklortr, kolin Klorlr, askorbik asit, potasyum hidroksit, E
vitamini, A vitamini, K vitamini, biotin, karragenan, cinko sulfat, demir silfat,
niasinamid, potasyum iyodur, bakir glukonat, mangan siilfat, yapay ve dogal
tatlandiricilardan olusturulabilir (Oslund ve Sherman, 1996).

Bar formunda bir gida takviyesi iiretilecekse bu iirliniin kompozisyonu; D-
Pinitol, ufalanmis findik, kuru iiziim, ananas, yiiksek maltozlu misir surubu,
protein karisimi, fruktoz, karamel, bal, lesitin, soya yagi, tuz, magnezyum oksit,
vitaminler, mineraller, dogal ve yapay tatlandiricilar igerebilir (Oslund ve
Sherman, 1996).

D-pinitol ‘lin  dogal kaynaklardan izolasyonunda ¢esitli yontemler
uygulanmaktadir. Ornegin kromatografik yontemlerle kegiboynuzundan, soya
bitkisinden D-Pinitol’ iin izole edildigi ¢alismalar mevcuttur (Chul-Shin et al.,
2003; Camero ve Merino 2004). Bu yontemde her hammadde igin farkli 6n islem
basamaklar1 uygulanmakta ve analize hazir hale gelen hammadde ekstraksiyona
tabi tutulduktan sonra ekstrakt faza gecen D-pinitol iyon degistirici reginelerde
veya C18 kolonu kullanilarak ayristirilmakta ve daha sonra saflagtirilmaktadir. Bu
yonteme ek olarak D-pinitol’ iin siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu

yontemiyle elde edildigi calismalar da mevcuttur.
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Keciboynuzu Meyvesi

Yikama- Cekirdek
Cikarma- Parcalama

Su ile Ekstraksiyon

Filtrasyon

Iyonlarm Uzaklastirilmas:

Mikrofiltrasyon

Keciboynuzu Ekstrakti

Demineralizasyon

Dekolorizasyon

Kromatografik Ayrim

D-Pinitol

Sekil 2.11: Kegiboynuzu Meyvesinden Kromatografik Ydntemle D-Pinitol Elde Edilmesi Akim

Semasi (Camero and Merino, 2004).
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2.5 Superkritik Karbondioksit (CO2) Ekstraksiyonu

Gidalardan ¢esitli  bilesenlerin  aynistirilmasinda farkli  ekstraksiyon
yontemleri uygulanmaktadir. Bunlardan bir tanesi de son yillarda iizerine birgok
aragtirma yapilan ve ¢ogu degerli iiriiniin elde edilmesinde kullanilan bir yontem
olan superktritik karbondioksit (CO2) ekstraksiyonu yontemidir (Oztas vd., 2011;
Zizovic et al., 2005; Sihvonen et al.1999; Caldera et al. 2012).

Dogal materyallerin siiperkritik ekstraksiyonu ve fraksiyonlandirilmalari
siiperkritik sivilarin kullanim alanlarina dair en ¢ok uygulama ve arastirma
yapilan konulardir (Revechon, 1996 ).

Stiperkritik ekstraksiyon diger ekstraksiyon tiplerinden daha hizli olmasi,
cevreye daha duyarli bir yontem olmasi ve ekstrakte edilen maddeye karsi daha

secici olmasi gibi 6zellikleriyle ayrilir.

Stiperkritik sivilar, kendilerine ait kritik basing ve sicaklik degerlerinin
tistiindeki degerlerde sicaklik ve basingta bulunan maddelerdir (Brunner, 2005).
Sekil 2.12° de siiperkritik akigkan olarak kullanilabilen karbondioksitin kritik

noktasi, sicaklik ve basingla degisim gosteren faz diyagrami goriilmektedir.

CO, Faz Diyagrami

:
Sivi '

3 . i SUperkritik

t“l-l Kritik Nokta : Aklskan
71 ATl SR e R R e s n e s e . ow eseonessavenwew

D L
Kati a<\°f'¢ i
o $‘-‘“ :
g «\e' :
2 50““«\ Gaz E

Sicakhk 31C

Sekil 2.12: Karbondioksit Faz Diyagramu (http://www.boyutltd.com.tr/?page_id=639)



24

Bu sivilarin ekstrakte etme giicii yogunluklarina baglidir, ¢6zgen olarak
kullanilan diger sivilardan farkli olarak ¢6zme giicleri bulunduklar1 sicaklik ve
basing degerleri degistirilerek ayarlanabilir niteliktedir (Sihvonen et al. , 1999).

Stiperkritik ekstraksiyon prosesi iki basamakta tamamlanir, birincisi
ekstraksiyon ikincisi seperasyondur. ilk basamakta ¢dzgen ile ekstrakte edilen

madde seperasyon basamaginda ¢6zgenden ayrilir (Brunner, 2005).

Gida sanayinde siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu ¢ogunlukla degerli
bitkisel yaglarin, yag asitlerinin, antioksidanlarin, kafeinin, karoten, likopen gibi
maddelerin ekstraksiyonlarinda tercih edilen bir yontemdir (Sahena et al., 2009;
Liu et al., 2009; Huang et al., 2008).

SFE AKIS DIYAGRAMI

Akig Ayar Vanasi
(Micrometering Valve)

iyl

Karbon
Dioksit

Numune ==«

Ekstrakt
Toplama

Kaplan  Kartus

€O, Pompasi

Solvent Pompasi
(Modifier Pump)

Sekil 2.13: Siiperkritik Ekstraksiyon Semas1 (http://www.boyutltd.com.tr/?page_id=639)
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Sekil 2.13° de goriildiighi gibi, sUperkritik karbondioksit (CO,)
ekstraktoriinde siiperkritik sivi, tiiplinden pompa vasitasiyla ¢ekilerek numunenin
bulundugu boélmenin alt kismindan sisteme verilir. Ekstrakte edilmek istenen
maddenin ekstraksiyon kosullarina gore modifiye solvent pompasmin da
kullanildig1 caligmalar mevcuttur. Akis ayar vanasi yardimiyla solvent akis hizi

ayarlanir. Ekstrakt alim kismina ekstrakt toplanir.

Ulkemizde bu metodla cesitli maddelerin ekstraksiyonu iizerine yapilmis
calismalar mevcuttur. Ozkal vd. (2005) stperkritik CO2 ekstraksiyonu ile findik
yagt elde etmislerdir. Bu caligmada sabit solvent akis hizi ve partikiil capi
kullanilirken sicaklik ve basing degistirilmis sonu¢ olarak ¢oziiniirligiin

uygulanan basingla arttigini tespit etmislerdir.

Hosgiin ve Bozan (2013), keten tohumu yaginin siiperkritik karbondioksit
ekstraksiyonunun difiizyon kontrol metodu ile modellenmesi ve basing (20, 35, 55
MPa), sicaklik (323K ve 343K) ve CO: akis hiz1 (1 ve 3 g CO, /dakika) gibi
proses parametrelerinin  etkin  diflizyon katsayisina (De)  etkilerinin

incelemislerdir.

Bernardo-Gil et al. (2011), ¢ekirdekleri alinmis ve Ogitilmiis
keciboynuzunun siiperkritik karbondioksit ile ekstraksiyonu iizerine ¢alismis ve
caligmalarinda antioksidan kapasitesini ve toplam fenolik madde miktarim
arastirmiglardir. Ekstraksiyonda en uygun ¢alisma kosullarinin 15-22 MPa basing
ve 40-70° C sicaklik, 0.27-1.07 mm {iriin ¢ap1, 0.28-0.85 kg/h solvent akis hizi

oldugunu belirtmislerdir.

Chafer et al. (2006), superkritik karbondioksit icinde saf D-pinitolln
¢cOzunlrlugi tizerine yaptig1 aragtirmada 313 - 333 K sicaklik, 10-40 MPa basing
kosullar1 altinda ¢6ziiniirliigiin en iyi oldugunu belirtmislerdir. D-Pinitol’iin
kimyasal yapisinda bulunan bes adet hidroksil grubundan dolay1 polar bir solvent
olan etanol icindeki ¢oziinlirligi disiik oldugundan stperkritik karbondioksit
ekstraksiyonu esnasinda etanoliin  yardimci  solvent olarak  kullanimi
onerilmemektedir.
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Chafer and Berna (2014) kuru maddedeki D-pinitol miktarinin ¢eside ve
iklimsel kosullara bagli olarak kuru maddede %5-7 araliinda bulundugu
belirtilmektedir.  Arastirmacilar ~ kegiboynuzu  meyvesinden  stperkritik
karbondioksit yontemi ile gergeklestirdikleri D-pinitol ekstraksiyonunda,
ekstraksiyon kinetigini islem sicakligi, basing ve siireye bagh olarak incelemistir.
Elde edilen sonuglar ekstraksiyon parametreleri (basing, sicaklik ve siire)
degistirilerek keciboynuzu meyvesinden D-pinitol ekstraksiyon veriminin
yukseltilebildigini gostermektedir.

Calismalarda da goriildiigii gibi siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda
iirlin verimini ve kalitesini belirleyen etmenler arasinda ekstraksiyon sicakligi,

basinci, solvent akis hizi, ekstraksiyon siiresi ve partikiil biiyiikliigii gelmektedir.

2.6 Yanit Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology)

Yanit yiizey yontemi, 1951 yilinda P. Box ve B. Wilson tarafindan
gelistirilmis istatistiksel bir veri degerlendirme ve optimizasyon metodudur. Bu
calismada Box ve Wilson RSM metodunun temelini olusturan eleme (screening),
bolge arastirma (Steepest ascent), islemin — 0Urlinin karakterize edilmesi ve
optimizasyonunu kapsayan felsefeyi ortaya koymuslardir. Oncelikle kimya
endiistrisinde kullanildig1r bilinen bu metot giiniimiizde biyoteknoloji, ¢esitli
miihendislik dallar, fiziksel bilimler gibi ¢ok cesitli alanlarda kullanilmaktadir.
Ozellikle gida endiistrisinde  pastdrizasyon, —ekstraksiyon, biyoteknolojik
caligmalar, kurutma, pisirme, enzim iiretimi, fermantasyon gibi islemlerin oldugu
arastirmalarda sik¢a kullanilan bir metotdur (Quanhong and Caili, 2005 ; Bezerra
et al., 2008 ; Ghafoora et al., 2010; Ko¢,2008 ; Pazir vd., 2011).

Yanit ylizey metodu (response surface methodology) istatistiksel ve
matematiksel terimleri proseslerin optimizasyonu ve gelistirilmesi i¢in bir arada
kullanan bir yontemdir. Bu yoOntemin 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 Olciileri) ve bu yanitlarin {izerinde etkiye sahip
faktorlerin (degiskenlerin) tanimlanmasi gerekmektedir. (Eren,2004).
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Yanit ylizey yoOntemi, geleneksel optimizasyon yoOntemlerinin aksine
arastirilan sistemin verecegi yanitlar1 etkileyen birden ¢ok sayida degiskeni es
zamanli olarak inceleyebilme olanagi sunmasi dolayisiyla prosesin islem
parametrelerindeki degisimlere olan yanitlarin1i en az deneme sayisi ile ortaya
koyabilme avantaj1 saglamaktadir. Bu durum arastirmacilara hem maliyet hem de

zaman agisindan biiyiik kazanimlar saglamaktadir (Bezerra et al., 2008).

Yanit yiizey yOnteminin baslica basamaklari; denemelerin dizayni, model
gelistirilmesi, varyans (ANOVA) analizi ve optimizasyon olarak
basliklandirilabilir (Ozdikicierler, 2010).

Prosesler icin belirlenen bagimsiz degiskenler ve yanitlar arasindaki iliski
¢ogu 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 yaklasim 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 et al., 2009).

Esitlik 2.1 Lineer Yaklasim Modeli (Montgomery,2001)
Yy =Po+ B1X1 + -+ BrXitE

Esitlik 2.2 Polinomiyal Yaklagim Modeli (Montgomery,2001)

k k
y=pf+ ZﬁiXi +Zﬁini + ZZﬁinin+€
i=0 i=0

i<

Genellikle ¢ogu RSM probleminde bu iki model kullanilabilmektedir ancak
kiiclik alanlarda daha iyi ¢alisan polinomiyal model dogru bir fonksiyonel iliski
i¢in daha iyi bir yaklagimdir (Dean and 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, tahminlenen degerler ile deneysel olarak elde edilen degerler
arasindaki fark (kalinti), sadece deneysel hatayr degil model formunun
uygunsuzlugundan (lack of fit) kaynaklanan hatayr da i¢inde barindirmaktadir.
Ideal durumda, F-degerinin model uygunsuzlugu igin 6nemsiz ve regresyon
modeli i¢in 6nemli olmasi, modelin uygunlugunun test edilmesi igin yeterli olarak
degerlendirilmektedir (Eren, 2004). Ancak daha iyi bir tahminleme yapilabilmesi
icin modelin uygunlugu, “yeterli kesinlik (Adequate Precision)” istatistigi ile
belirlenebilmektedir. Buna gore Adequate Precision degerinin en az “4” olmasi

gerektigi bildirilmektedir (Montgomery, 2001)

Prosesin optimizasyonu i¢in secilen 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 yaklastik¢a 1’e uzakkastikca
0’a dogru yaklagsir. Son olarak her yanit i¢in elde edilen “desirability” fonksiyonu
tanimlanip hesaplanir ardindan geometrik ortalamasi hesaplanarak tiim yanitlari
icine alan ortak bir “desirability” degeri elde edilir (Kog, 2008; Kog, 2009;
Ozdikicierler, 2010). Lazic (2004)’e gore “desirability” fonksiyonlarinin standart
tahminleme skalasi ¢izelge 2.10°daki gibidir.

Cizelge 2.10: Lazic (2004)’ e Gore “Desirabilitry “ Fonksiyonlarmin Standart Tahminleme

Skalas1
Standart Tahminleme Istenen
1 Mikemmel
1- 0,8 Cok lyi
0,8-0,63 fyi
0,37 -0,20 Yeterli
0,37 -0,20 Koti

02 -0 Cok Katil
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Superkritik karbondioksit ekstraksiyonu ¢alismalarinda kullanilan
keciboynuzu meyvesi Antalya’ nin Kumluca ilgesinin Adrasan koytindeki asili

keciboynuzu agac¢larindan temin edilmistir.

Meyvelerin hasat zamani, meyvenin olgunlasmadan onceki rengi olan
yesilden kahverengiye doniip donmedigi ve kirildigi zaman da i¢inin agik kahve
renkli olup olmadigimin kontrolityle belirlenmistir. Hasat icin uygun halde olan

keciboynuzu meyveleri 2015 yilinin Agustos aymin son giinlerinde toplanmistir.

Hasat edilen meyveler plastik posetlere doldurularak ¢ekirdek ¢ikarma

islemine kadar serin ve kuru bir yerde muhafaza edilmistir.

(((

Sekil 3.1: Analizlerde Kullanilan Kegiboynuzu Meyvelerinden Ornekler
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Sekil 3.2: Pargalanmis Kegiboynuzu Meyvesi

Sekil 3.3: Ogiitiilmiis Kegiboynuzu Meyvesi
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3.2 Metot

Tez caligmamizda uygulanan tiim islemlerin ayni kosullarda yapilmasina,
kullanilan tiim cihazlarin kalibre olmasina, kullanilan tiim kimyasallarin analitik
saflikta olmasina O6zen gosterilmistir. Calismada uygulanan analizler asagi
kisimda ayr1 basliklar halinde sunulmustur. Analizler iki paralel ve iki tekerriir
olacak sekilde gerceklestirilmistir. Analizlerden elde edilen sonuglar boliim 4’ de
verilmistir.

3.2.1 Fiziksel Analizler

Tum fiziksel analizler 2 tekerrlr halinde gergeklestirilmis ve her bir analiz

icin 15 adet meyve rastgele se¢ilmistir.

3.2.1.1 Meyve Agirligi (g) : Kegiboynuzlar hassas terazide tartilmis ve

agirliklari belirlenmistir.

3.2.1.2 Meyve Boyu (cm) : Ke¢iboynuzunun sapindan ucuna kadar olan
uzunluk kumpas ile 6lgiilerek belirlenmistir.

Sekil 3.4: Kegiboynuzu Meyvesi Boy Olgtimii

3.2.1.3 Meyve Kalinligi (mm): Keciboynuzlar1 sap, orta ve u¢ kisimlarindan

kalinliklar1 kumpas yardimiyla 6l¢iilmiis ve bu degerlerin ortalamasi alinmigstir.
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(b)

Sekil 3.5: (a) Kegiboynuzu Meyvesi Kalmlik Olgiimii
(b) Kegiboynuzu Meyvesi En Olgiimii

3.2.1.4 Meyve Eni (mm): Kegciboynuzlari sap, orta ve u¢ kisimlarindan

enleri kumpas yardimiyla 6l¢iilmiis ve bu degerlerin ortalamasi alinmistir.

3.2.1.5 Tohum Sayis1 (adet): Kegiboynuzlari pargalanarak c¢ekirdekleri

alinmis ve tek tek cekirdeklerin sayilmasiyla tohum sayilart belirlenmistir.

3.2.1.6 Tohum agirlig1 (g/adet) : Her bir kegiboynuzunun iginden ¢ikan
tohumlar tartilarak belirlenmistir.

3.2.1.7 Meyve Eti Agirhigi (g) : Her bir kegiboynuzunun cekirdekleri
alindiktan sonra kalan kisma tartilarak belirlenmistir.

3.2.2 Kimyasal Analizler

3.2.2.1 Nem Tayini

Cekicli degirmende 6giitiilerek toz haline getirilmis olan Grnegin nem tayini
WiseVen marka WOW-30 model (Almanya) vakumlu etiiv yardimiyla
gerceklestirilmistir (Sekil 3.6). Ornekler silifli kapakli cam nem tayin kaplari
kullanilarak sabit tartima ulasincaya kadar vakum altinda etiiv igerisinde 65°C’ de
kurutulmustur. Kuruma islemi sonrast gerceklestirilen tartimlar 0.0001g
hassasiyetteki analitik terazi (Ohaus, Pioneer, ABD) kullanilmistir. Ayni iglemler
ornegin etiivde kurutulmadan Ogiitilmiis hali i¢in de gergeklestirilmis ve

baslangi¢c nem miktar1 da bdylece hesaplanmistir.
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Sekil 3.6: Analizlerde Kullanilan Vakumlu Etiiv (WiseVen WOW-30 (Almanya))

Ornegin neme duyarli olmasi ve analizinin hassasiyeti sebebiyle
keciboynuzu tozunda gergeklestirilen nem tayinlerinde cam, silifli kapakli nem
tayin kaplar1 kullanilmistir (Cemeroglu, 2013)

3.2.2.2 Suda Cozunir Kuru Madde Tayini

Ogiitiilmiis kegiboynuzunda gergeklestirilen suda ¢oziiniir kuru madde
tayini igin 6nce drnek okumaya hazir hale getirilmek amaciyla ekstraksiyona tabi
tutulmus ardindan Kriss (Almanya) marka dijital gostergeli refraktometre (Sekil
3.7) kullanilmistir ve 20°” de sicaklik diizeltmesine dikkat edilerek okumalar

gercgeklestirilmistir (Cemeroglu, 2013).

Sekil 3.7: Analizlerde Kullanilan Refraktometre (Kriiss (Almanya))
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3.2.2.3 pH ve Titrasyon Asitligi Tayini

Kati materyallerden dogrudan pH Olclimii yapilamamasi sebebiyle
keciboynuzu tozu pH 6l¢limii i¢in bir hazirlik asamasina tabi tutulmustur. Su ile
stispanse edilen 10 g 6rnek daha sonra 30 dakika bekletildikten sonra sivi kisim
alinarak pH Ol¢timii gergeklestirilmistir (Cemeroglu, 2013). Bu tayin igin,
onceden standardize edilmis Inolab marka ve pH level 1 model (Almanya) masa
tipi pH-metre kullanilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8: Analizlerde Kullanilan pH metre (Inolab pH level 1 (Germany))

Keciboynuzu meyvesinde titrasyon asitligi tayini Cemeroglu (2013)’ na
gore yapilmustir. Bu analiz igin drnekten 10 g tartilip 100 ml’ ye tamamlanmustir.
Titrasyon islemi sirasinda berraklik 6nemli oldugundan 6rnek ve su karigimi kaba
filtreden gegirilmistir. Daha sonra 0.1 N NaOH c¢ozeltisiyle fenolfitaleyn
indikatorii esliginde titrasyon gergeklestirilmistir. Hafif pembe renk gézlemlendigi
noktada titrasyon sonlandirilmis sonuglar susuz sitrik asit cinsinden verilmistir.
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3.2.2.4 Protein Tayini

Ogiitiilmiis keciboynuzu 6rneginde protein tayini Leco FP-528 Nitrogen
Analyser (Michigan, USA) kullanilarak gergeklestirilmistir. Ornekten sistemin
ornek haznesine 0.25 g verilerek ham azot (%N) miktar1 saptanmistir. Elde edilen

ham azot oranmi1 6.25 faktoriiyle carpilarak 6rnegin protein miktar1 hesaplanmistir
(Ayaz et al., 2007).

Sekil 3.9: Analizlerde Kullanilan Protein Tayini Cihazi (Leco FP-528 Nitrogen Analyser
(Michigan, USA))

3.2.2.5 Kul Tayini

Keciboynuzu 6rnegi toz halinde oldugu ve biiylik parcaciklar igermedigi
icin kil tayini 6ncesi hammaddeye herhangi bir 6n islem uygulanmamustir.

Kul tayinine 6zel porselen krozeler iyice temizlenip kurutulduktan sonra
550°C “lik kil firinma koyulup sabit tartima gelmesi saglanmistir. Daha sonra
desikatore alinip sogutularak daralart miligram duyarlilikta saptanmistir.

3 g oOrnek krozelere koyulduktan sonra, duman cikisi sonlanana kadar
strddrilen 6n yakma isleminin ardindan krozeler kiil firinina yerlestirilmis ve kil
tamamen Dbeyaz olarak elde edilene kadar yakma islemi siirdiiriilmistiir
(Cemeroglu, 2013).
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3.2.2.6 Toplam Fenolik Madde Tayini

Ke¢iboynuzu 6rneginde toplam fenolik madde tayininde Folin — Ciocalteu

ayraci ile toplam fenolik madde tayini metodu uygulanmistir (Cemeroglu, 2013).

Keciboynuzu  tozunda  fenolik  maddelerin  tayini  dogrudan
gerceklestirilemedigi i¢in, 6rnek analize hazirlama asamalarina tabi tutulmustur.
Bu amag¢ dogrultusunda 50 gram 6rnek 100 ml %80’lik etil alkol ile homojenize
edilmis ve daha sonra kaynatilip filtre edilmistir. Bu islem beherdeki kalintiya
tekrar uygulanarak ekstraktlar birlestirilmistir. Daha sonra 6rnek 6lgme islemine
hazirlanmis, Varian Cary 50 UV-VIS Spectrophotometer (ABD) kullanilarak 720
nm dalga boyunda absorbanslar okunmustur. Okunan absorbans degerleri, farkli
konsantrasyonlarda gallik asit ¢ozeltilerinin absorbans degerlerini okunarak
olusturulmus olan gallik asit kalibrasyon egrisine (Sekil 3.10) gore

degerlendirilmistir.

0.9

y = 0.0012x - 0.0085%

0.8
R?=0.995
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. - /
=
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Gallik Asit Konsantrasyonu mg/L

Sekil 3.10: Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi
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3.2.3 Kegiboynuzu Meyvesinde D-Pinitol ve Sekerlerin Yiiksek Basingli
S1vi Kromatografisi (HPLC) Yéntemi le Tespiti
Tez ¢alismasinda gerceklestirilen tiim HPLC analizlerinde Ege Universitesi,
Mihendislik Fakdltesi, Gida Miihendisligi Boliimiinde bulunan Agilent 1200

(ABD) marka HPLC cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Keg¢iboynuzu meyvesinde sekerlerin ve D- Pinitol ‘lin HPLC yontemi ile es

zamanli olarak tespit edilmesinde Karhan vd. (2010) ‘ne gore gerceklestirilmistir.

Analiz icin 10 gram 6giitiilmiis kegiboynuzu meyvesi tartilarak tizerine 90
ml Milli — Q saf su (Millipore, Bedford, MA) eklenerek homojenize edilmistir.

Ideal bir ayrim gerceklestirebilmek igin kromatografi kosullar1 asagidaki

gibi ayarlanmistir:
Hareketli faz: Su (Milli — Q)
Hareketli faz akis hiz1 : 0.6 ml/dk
Analitik kolon: Nucleogel 87 P (20 x 4.00 mm ID)
Enjeksiyon hacmi : 20 pul
Kolon firmni sicakligr : 85° C
Dedektor: Refraktif indeks Dedektorii

Dedektdr hiicresi sicakligi : 60° C
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3.2.4 Keciboynuzu Meyvesinden D-Pinitol ‘iin Siiperkritik Karbondioksit
(CO2) Ekstraksiyonu ile Ekstrakte Edilmesi

Hammadde ekstraksiyon ¢aligmalarindan once ¢ekirdeklerinden ayrilip ufak
pargalara boliindiikten sonra 3 giin boyunca 30 °C’ de etlivde bekletilmis ve nem
miktar1 azaltilmistir. Ardindan ceki¢li degirmende O6giitiilmiis, 0.4 mm gbézenek
capli elekler yardimiyla elenmistir. Ornekler islem siras1 gelene kadar
buzdolabinda hava ile temas etmemesini saglayan sizdirmaz cam kaplarda
muhafaza edilmistir.

Superkritik karbondioksit ekstraksiyonu galismalari i¢in Tubitak Marmara
Arastirma Merkezi (MAM) Gida Enstitiisii Pilot Tesisinde bulunan Spe-ed SFE 2
model Applied Seperations (ABD) marka stperkritik karbondioksit ekstraksiyon
cihaz1 kullanilmigtir (Sekil 3.11).

Spe-ed SFE

Sekil 3.11: Siiperkritik Karbondioksit Ekstraksiyon Cihaz1 (Spe-ed SFE 2 model
Applied Seperations (ABD))
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Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyon cihazi aym anda iki ekstraksiyon
yapabilme kapasitesine sahip olmakla birlikte her ekstraksiyon kabinda bagimsiz
akiskan hizi kontroliine de olanak saglamaktadir. Ekstraktoriin calisabilecegi
maksimum basing, sicaklik ve akis hiz1 sirasiyla 680 bar, 240 °C ve 400 ml/dk
‘dir.

Siiperkritik ekstraksiyon sistemi igerisinde cihazin kendisine ek olarak bir
adet hava kompresorii (Sekil 3.12), bir adet sogutucu Unite (Sekil 3.14) ,
karbondioksit tiipi (Sekil 3.13) ve modifiye solvent pompasi icermektedir.
Gerekli durumlarda sistem modifiye solvent pompasini kullanarak karbondioksite
ek solvent veya solvent karigimi kullanabilir.

Sekil 3..13:Karbondioksit Tupleri
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Sekil 3.14:Sogutucu Unite

Ekstraksiyon sistemi ile ¢alismaya baglamadan once sistemin sirasiyla hava
kompresorii, CO> tiipliniin vanasi, sogutucu tinite son olarak ise cihazin kendisi
acilir. Ekstraksiyon cihazinda ilk olarak sicaklik ayari yapilir. Cihaz g¢alisma
sicakligina ulagtiginda ekstraksiyon kolonu cihaza baglanir (Sekil 3.15) ve cithazin
kapag1 kapatilir. Ekstrakt c¢ikisina ekstrakt toplama kabi takildiktan sonra

caligilmak istenen basing degeri de ayarlanarak ekstraksiyon baslatilir.

o— \ i"//‘ NN —

|

Sekil 3.15: Ekstraksiyon kolonunun sisteme monte edilmis goriiniimii
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Ornek cok kiiciik boyutta partikiiller icerdiginden siiperkritik akiskanin basingla
ornegi siriikleyerek akigskan hattina tasimast ve bdylece hatti tikama riski
bulundugundan ekstraksiyon kolonunun (Sekil 3.16) alt ve {ist contalari
kapatilmadan cam yiinii yerlestirilmistir. Bu sayede 6rnegin akiskan hattini tikayip

ekstraksiyonu durdurmasi engellenmistir.

(a) (b)

Sekil 3.16 (a) Ekstraksiyon kolonu pargalari (b) Ekstraksiyon kolonu

Icinde ekstraksiyona tabi tutulacak &rnegin yerlestirildigi ekstraksiyon
kolonu sisteme igeride bulunan kiskaclar yardimiyla tutturulur ve ekstraksiyon
kolonunun altinda ve iistiinde bulunan akigkan giris ve ¢ikis kisimlarina, akiskani
tagiyan ince borular baglanir. Bu ince borularin takilmasi sirasinda contalarin iyi

yerlestirilmesi s1zint1 olmamasi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
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Sistemin ekstrakt ¢ikis boliimii Sekil 3.17” de goriildiigii gibidir. Igne uglu
cikisa sizdirmaz silikon kapakli ekstrakt toplama haznesi yerlestirilir ayrica
karbondioksit ¢ikista gaz hale gececeginden kapta olusabilecek ekstra basinci
engellemek icin karbondioksit tahliye ucu da aym giristen yerlestirilir. Islem
sonlandiginda karbondioksitin sisteme giris yaptigi vana kapatilir ve sistemin
iceride kalan karbondioksitin akisinin durmasi beklenir. Akis durduktan sonra
ekstrakt kab1 dikkatlice c¢ikarilir. Bu asamada karbondioksit akisinin tamamen

kesilmis olmas1 6nemlidir aksi takdirde 6rnek kayiplar1 yasanabilir.

Sekil 3.17: Cihazin Ekstrakt Toplama Kismi1
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3.2.5 Suiperkritik Karbondioksit Ekstraksiyonu ile Elde Edilen Ekstraktlarda
D-Pinitol’tin HPLC Analizi ile Tespiti

Superkritik karbondioksit ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstraktlarda
sekerlerin ve D-Pinitol’ iin HPLC ile analizi Agilent 1200 (ABD) marka HPLC
cihaz1 kullanilarak bolim 3.2.3’de verilen kromatografi kosullarmma gore

gergeklestirilmistir.

Ekstraktlarda herhangi bir partikiil bulunmasi olasiligini1 ortadan kaldirmak,
HPLC sisteminde herhangi bir tikanikliga yol agmamak amaciyla ekstraktlar mavi

bant filtre kagidindan siiziildiikten sonra viallere aktarilmis ve sisteme verilmistir.
3.2.6 Ekstraksiyon Verimligi Hesab1

Superkritik karbondioksit ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktta bulunan
D-pinitol miktarinin gram cinsinden degeri kullanilarak, 100 g keciboynuzundan
elde edilecek miktarlar hesaplanarak ekstraksiyon verimliligi degerleri
hesaplanmustir (% g D-pinitol / g keciboynuzu) (Chafer and Berna, 2014).

3.2.7 Deneysel Dizayn ve Optimizasyon

Keciboynuzundan stperkritik karbondioksit ekstraksiyonu ile D-Pinitol elde
edilmesinde optimum islem kosullar1 Yanit Yiizey Metodu (Response Surface
Methodology) kullanilarak belirlenmistir.

Literatiir verileri dikkate alindiginda, ekstraksiyon siiresi, basing ve sicaklik
gibi islem parametrelerinin ekstrakte edilen D-pinitol miktart ve ekstraksiyon
verimliligi agisindan etkili oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, bu ii¢ parametre
bagimsiz degisken, ekstrakt fazdaki D-pinitol miktar1 ve ekstraksiyon verimliligi
ise bagimli degiskenler olarak segilmistir. Cizelge 3.1° de bagimli ve bagimsiz

degiskenler ve ekstraksiyon islemi sirasinda sabit tutulan parametreler verilmistir.
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Cizelge 3.1: Siiperkritik Karbondioksit Ekstraksiyonu I¢in Sabit Parametreler, Bagimli ve

Bagimsiz Degiskenler
Sabit Parametreler Bagimsiz Degiskenler Bagimh Degiskenler
Partikiil Biyiikliigii Sicaklik Ekstrakttaki D-Pinitol
(0.2-1 mm) (40-50-60°C) Miktar1 (ppm)
Ornek Miktari Basing Ekstraksiyon Verimi
(29) (200-300-400 Bar) (g D-Pinitol / 100 g
Keciboynuzu)
CO2 Akis Hiz1 Sire
(Iml/dk) (60-90-130 dk)

Islem parametrelerinin deneysel uzayda hangi seviyelerde calisilacag,
Chafer and Berna (2014) tarafindan keg¢iboynuzu meyvesinden siiperkritik
karbondioksit ekstraksiyon yontemi ile D-pinitol eldesine yonelik calismada
belirtilen islem parametreleri (sicaklik, basing ve siire ) dikkate alinarak
secilmistir. Bu seviyeler, regresyon analizini ve optimum noktanin bulunmasini

kolaylastirmak icin asagida belirtildigi gibi kodlanir,
Esitlik 3.1

X, = (5.——2.) (=1,2,3,4)
AX:

Burada, x;, bagimsiz degiskenin kodlanmig degerini, AXi, bagimsiz
degiskendeki basamak artisi, &, bagimsiz degiskenin gergek degeri, g?i,
bagimsiz degiskenin merkez noktasindaki gercek degerini gdstermektedir. Her bir
degisken icin kodlanmis seviyeler Cizelge 3.1 verilmistir. Ekstraksiyonda
kullanilan sabit parametreler ise partikiil cap1 (1-2 mm) ve karbondioksit akis
hizidir (1 ml/dk).
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Cizelge 3.2: “Box- Behnken” Deneme Plani i¢in Degiskenler ve Seviyeleri

Kodlanmis Seviyeler

Bagimsiz
Degiskenler 1 0 +1
Sicaklik (°C) 40 50 60
Basing (bar) 200 300 400
Sure (dKk) 60 90 130

Islem parametreleri ile sistemin yanmitlar1 (bagimli degiskenler) arasindaki
iligkinin istatistiksel ve matematiksel olarak belirlenebilmesi i¢in gerekli olan
deneysel veriler, Cizelge 3.2°de gosterilen Box-Behnken deneme plani izlenerek
elde edilmistir (Myers and Montgomery, 1995).

Cizelge 3.3: Calisma Araliklarma iliskin Deneme Plam

Deney No Sicaklik (°C) Basing (bar) Sire (dKk)
1 50 200 130
2 40 300 130
3 60 200 90
4 50 300 90
5 50 300 90
6 50 300 90
7 60 400 90
8 40 200 90
9 50 300 90
10 40 400 90
11 50 400 130
12 50 300 90
13 50 400 60
14 50 200 60
15 60 300 130
16 60 300 60

17 40 300 60
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Bagimhi ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskinin matematiksel olarak
ifade edilmesinde ikinci dereceden polinomiyal modeller kullanilmistir.
Olusturulan bu modellerin deneysel verileri ne dl¢iide karsiladigr varyans analizi
(ANOVA) ile belirlenmistir. Bu yéntemle her bir faktoriin kuadratik etkilerinin
yanitlar iizerindeki istatistiksel dnemlilikleri % 95 gilivenlik seviyesinde Fischer
(F-testi) testi uygulanarak bulunmustur. Bir modelin sistemin ger¢ek yanitina
uygun bir yaklasim olup olmadigina, model uygunsuzlugu testinden (lack of fit)
kaynaklanan hatanin 6nemsiz ve regresyondan kaynaklanan varyasyonun % 95

guvenlik seviyesinde 6nemli olmasi kosuluyla karar verilmistir.

Diger yandan, varyans analizi ger¢eklestirilmeden 6nce, verilerin dagilisinin
kontrolu icin IBM SPSS Statistics Data Editor 20.0 programindan yararlanilmig
ve olasilik dagilis1 fonksiyonlar: histogramlar1 olusturulmustur. Elde edilen
histogramda verilerin dagilisinin saga carpik oldugu gozlenmis ve karekok

dontisiimil uygulanarak yeni veriler tiiretilmistir. (Osborne, 2010)

Tlm bu analizler sonunda elde edilen modeller kullanilarak, c¢alisilan
deneysel bolge icerisinde D-pinitol miktarinin ve ekstraksiyon verimliliginin
maksimum seviyede elde edilecegi optimum islem kosullart “desirability
fonksiyonu” (istenebilirlik fonksiyonu) metodu kullanilarak belirlenmistir. Ayrica,
regresyon analizi sonucu elde edilen modeller kullanilarak, optimum noktanin
belirlenmesinde buyiik kolaylik saglayan yanit yiizey egrileri ¢izilmistir.
Regresyon analizi, istatistiksel analizler, yanit yiizey grafikleri ve optimizasyon
Design Expert Version 7.0 (Statease Inc.) paket programi kullanilarak yapilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Kegiboynuzu Meyvesinin Fiziksel Ozellikleri

Analizlerde kullanilan ke¢iboynuzu meyveleri metot (3. Boliim) kisminda
belirtilen fiziksel analizlere tabi tutulmus ve ydritilen analizler sonucunda
hammadde olarak kullanilan kegiboynuzlarinin ortalama meyve boyu 18.73 + 1.41
cm, meyve eni 21.78 £ 2.62 mm, meyve kalnlig1 8.24 £1.86 mm, meyve
agirh@inin 20.98 + 3.64 g, tohum sayisi 10 £ 1 adet, tohum agirligi 2.11 + 0.19 g,
meyve eti agirlig ise 20.58 £+ 3.17 g olarak bulunmustur, elde edilen sonuglar ve

standart sapmalar1 Cizelge 4.1° de verilmistir.

Cizelge 4.1: Keciboynuzu Meyvesinde Gerceklestirilen Fiziksel Analizlerin Sonuglar

Analiz Cesidi Sonug
Meyve Boyu (cm) 18.73 +1.42
Meyve Eni (mm) 21.78 £ 2.62
Meyve Kalinhgi (mm) 8.24 +1.86
Meyve Agirhig (g) 20.98 + 3.64
Tohum Sayisi (adet) 10 1
Tohum Agirhig (g) 2.11 £0.19
Meyve Eti Agirhg () 20.58 £3.17

Karkacier ve Artik (1995), keciboynuzu meyvesinin meyve boyu, meyve
eni, meyve kalinligi, meyve agirligi, tohum sayisi, tohum agirligi, gibi
ozelliklerini incelemisler ve sonuglari sirastyla 13.87 & 2.27 cm, 23.47 + 0.22 mm,
10.070 £ 0.12 mm, 19,45 + 3.48 g, 9 = 1 adet, 1,48 + 0.33g bulmuslardir.

Karhan vd. (2010) tarafindan keciboynuzu meyvesi iizerine
gerceklestirilmis arastirmada ke¢iboynuzu meyvesinin meyve boyu, meyve eni,
meyve kalinligi, meyve agirligi, tohum sayisi, tohum agirhigi, meyve eti agirligi
gibi Ozelliklerini incelenmis ve sonuglari sirasiyla 16.10 = 3.05 cm, 18.13 + 2.60
mm, 6.39 £ 1.62 mm, 12.63 + 4.31 g, 6 £ 1 adet, 9.92 + 0.48 g, 10.65 + 4.09 g

olarak tespit etmislerdir.

Tez calismasi i¢in segilen kegiboynuzu meyvelerinin ve literatiirde gecen
keciboynuzu meyvelerinin fiziksel 6zelliklerinin benzer oldugu goriilmektedir.

Bunun nedeni olarak literatiir ¢alismalarinda kullanilan ve tez calismasinda



48

kullanilan keg¢iboynuzu meyvelerinin birbirine ¢ok yakin bolgelerden secilmesi
gosterilebilir.

4.2 Keciboynuzu Meyvesinin Kimyasal Ozellikleri

Keciboynuzu meyveleri materyal ve metot (Bolim 3) kisminda belirtilen
kimyasal analizlere tabi tutulmus, sonuglarin ortalamalar1 ve standart sapmalari
hesaplanarak sonuclar Cizelge 4.2” de verilmistir.

Cizelge 4.2: Kegiboynuzu Meyvesinde Gergeklestirilen Kimyasal Analizlerin Sonuglari

Analiz Cesidi Sonug

Nem Tayini (%) 9.83+0.20
Suda Cozunir Kuru Madde Tayini (%) 53.75+ 1.77
D-pinitol Tayini (%) 6.45 + 0.03
Sakkaroz Tayini (%) 32.04 £0.12
Glikoz Tayini (%) 7.25+0.08
Fruktoz Tayini (%) 11.21£0.15
Protein Tayini (%) 3.92+0.10
pH Tayini (%) 5.10+0.01
Titrasyon Asitligi Tayini (%0SSA) 0.74 +0.18
Toplam Kl Tayini (%) 2.99+0.16
Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini (mg/kg) 3574.56 + 84.16

Cizelge 4.2 incelendiginde, hammadde olarak kullanilan kegiboynuzu
meyvesinin nem miktart %9.83 + 0.20, suda ¢6ziiniir kuru madde miktart %
53.75 £ 1.77, protein miktar1 %3.92 + 0.10, sakkaroz miktar1 %32.04 + 0.12,
glikoz miktar: %7.25 +0.08, fruktoz miktar1 %11.21 £0.15, D- pinitol miktar1 %
6.45 £ 0.03, pH degeri 5.10 £ 0.01, titrasyon asitligi (SSA) % 0.74 £ 0.18, toplam
kiil miktart % 2.99 + 0.16, toplam fenolik madde miktar1 ise 3574.56 + 84.16

mg/kg olarak bulunmustur.

Kec¢iboynuzu meyvesinin kimyasal bilesimi hakkinda yapilan literatiir
caligmalarinda toplam kuru madde % 91-92, suda ¢6zunir kuru madde % 62-67,
sakaroz %34- 42, fruktoz %10-12, glikoz %7-9, D-pinitol %5-7, protein miktari
% 3.69- 5.98, toplam kiil miktar1 % 2- 2.88, titasyon asitligi (SSA) % 0.57 — 0.93,
toplam fenolik madde miktari ise 3944.7 mg/kg olarak belirtilmistir (Karkacier ve
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Artik, 1995; Avvallone et al., 1997; Bengoecha et al., 2008; Yousif ve Alghzawi,
2000; Battle ve Tous, 1997; Owen et al., 2003; Karababa ve Coskuner, 2013;
Ulusal Gida Kompozisyon Veri Tabani, 2016) .

Keciboynuzu meyvesinde D-pinitol ve sekerlerin (sakkaroz, glikoz, fruktoz)
HPLC ile tayini gerceklestirilmistir. Bu analiz Oncesinde standart calismasi
yapilarak sakkaroz, glikoz, D-pinitol ve fruktoz piklerinin gelis zamanlar
belirlenmistir. Sekil 4.1 de sirasiyla sakaroz (9.-10.dk), glikoz (11.-12. dk), D-
pinitol (12.-13. dk) ve fruktoz (15.-16. dk) pikleri gérilmektedir.

Tez c¢alismasi dahilinde elde edilen kimyasal analiz sonuglarinin bu
analizlerin literatlir degerleri ile genellikle uygunluk gosterdigi goriilmektedir. Bu
degerler arasinda goriilen varyasyonlarin ise hasat zamani ve agacin asili veya

yabani tip olup olmadigina bagh olarak degisiklik gosterdigi sonucuna varilmistir.
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a4
Fruktoz

D-Pinitol

Sakkaroz

Sekil 4.1: Standart Caligmalarinda Elde Edilen Kromatogram
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4.3 Modellerin Olusturulmasi

Tez calismasinda gergeklestirilen kec¢iboynuzu meyvesinin siiperkritik
karbondioksit ekstraksiyonu denemeleri icin secilen parametrelerin optimizasyonu
icin  Yamt Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology — RSM)

kullanilmustir.

Superkritik karbondioksit ekstraksiyonu amaciyla olusturulan deneme
deseni ‘Box- Behnken’ deneme dizayni ile li¢ farkli bagimsiz degisken (sicaklik,
basing, siire) kullanilarak olusturulmus olup 17 adet deneme igermektedir. Bu (¢
bagimsiz degisken i¢in kullanilmig superkritik karbondioksit ekstraksiyonu
limitleri Cizelge 4.3’ de, uygulanan deneme deseninin yanitlar1 ise Cizelge 4.4’de
belirtilmistir.

Cizelge 4.3: 'Box- Behnken' Deneme Dizaynina Gore Stiperkritik Karbondioksit
Ekstraksiyon Parametreleri

Faktor Bagimsiz Degiskenlerin Seviyeleri
Degisken
-1 0 +1
X1 (A) Sicaklik (°C) 40 50 60
X2(B) Basing (bar) 200 300 400
X3(C) Sire (dk) 60 90 130




52

Cizelge 4.4: Siiperkritik Karbondioksit Ekstraksiyonu Denemeleri ve Sonuglari

Deneme | Sicaklik | Basing Sire Ekstrakttaki | Ekstraksiyon Verimliligi
No (°C) (bar) (dakika) D-Pinitol (g D-pinitol/ 100g kegiboynuzu)
(ppm)

1 40.00 | 200.00 90.00 2600 4.55

2 60.00 | 200.00 90.00 2714 4.75

3 60.00 | 300.00 | 130.00 3228 5.65

4 40.00 | 300.00 | 60.00 2862 5.01

5 50.00 | 300.00 | 90.00 3062 5.36

6 40.00 | 300.00 | 130.00 3188 5.58

7 60.00 | 300.00 | 60.00 3165 5.54

8 50.00 | 300.00 | 90.00 3102 5.43

9 50.00 | 400.00 | 60.00 3257 5.70

10 50.00 | 300.00 | 90.00 3074 5.38

11 50.00 | 300.00 | 90.00 3085 5.40

12 50.00 | 200.00 | 60.00 2628 4.60

13 40.00 | 400.00 | 90.00 3251 5.69

14 60.00 | 400.00 | 90.00 3371 5.9

15 50.00 | 400.00 | 130.00 3325 5.82

16 50.00 | 200.00 | 130.00 2685 4.70

17 50.00 | 300.00 | 90.00 3080 5.39
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Keciboynuzu  meyvesinin,  belirlenen  parametrelerde,  stperkritik
ekstraksiyonu sonucu, ekstrakttaki D-pinitol miktar1 2600 — 3371 ppm degerleri
arasinda, ekstraksiyon verimi ise 4.55 — 5.9 g D-pinitol / 100 g kegiboynuzu
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Gergeklestirilen siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu igin bir model
tiiretebilmek ve varyans analizi gergeklestirebilmek i¢in dncelikle verilerin normal
bir dagilisa sahip olup olmadiklar1 IBM SPSS Statistics Data Editor 20.0
programinda histogramlar olusturularak kontrol edilmis ve egri saga carpik bir

egri olarak bulunmustur.

D-Pinitol miktarinin ve ekstraksiyon verimliliginin  olasilik dagilist
fonksiyonunun belirlendigi histogramlari Sekil 4.2 ve Sekil 4.3° de verilmistir.
Verilerin dagilisin1 normal dagilisa dontistiirebilmek i¢in karekokleri alinarak yeni
bir degisken tiiretilmis ve incelemeler bu yeni degisken iizerinden
gergeklestirilmistir (Osborne, 2010).



Frekans (sikhk)

Frekans (Sikhk)

Histogram

3000
D-Pinitol (ppm)

Sekil 4.2: D-Pinitol Miktar1 I¢in Olasilik Dagilisi Fonksiyonu

Histogram

46000 489000 50000 52000 54000 56000 582000 60000
Ekstraksiyon Verimliligi
(g D-pininl 100 kech o ynouzu)

Sekil 4.3: Ekstraksiyon Verimliligi icin Olasilik Dagilist Fonksiyonu
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Elde edilen yeni verilerle ,yanitlar i¢in Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da
bulunan ANOVA tablolart olusturulmustur. D-pinitol miktar1 ve ekstraksiyon
verimliligi i¢in modelin anlamli, model uygunsuzluk testinin anlamsiz oldugu

gosterilmistir.
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Cizelge 4.5: D-Pinitol Miktar1 Igin ANOVA tablosu

Varyasyon Kareler Serbestlik | Kareler Fischer Testi p Degeri Uygunluk Durumu
Kaynag Toplamm Derecesi | Ortalamasi | Sonucu (F degeri)
Model 80.33 6 13.39 37.71 <0.0001 Uygun (Anlamli)
A-Sicaklik 0.25 1 0.25 0.71 0.4199
B-Basing 5.62 1 5.62 15.84 0.0026
C- Sure 1.94 1 1.94 5.47 0.0414
AC 1.70 1 1.70 4.80 0.0533
A? 1.15 1 1.15 3.33 0.1025
B2 212 1 2.12 5.96 0.0347
Kalinti 3.55 10 0.36
Model 2.95 6 0.49 3.28 0.1353 Uygun Degil (Anlamsiz)
Uygunsuzluk
Testi
(Lack of Fit)
Saf Hata 0.60 4 0.15
Genel 83.89 16

Toplam
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Cizelge 4.6: Ekstraksiyon Verimliligi icin ANOVA Tablosu

Varyasyon Kareler Serbestlik | Kareler Fischer Testi p Degeri Uygunluk Durumu
Kaynagi Toplanm Derecesi | Ortalamasi | Sonucu (F degeri)
Model 0.14 6 0.023 37.75 <0.0001 Uygun (Anlamli)
A-Sicakhik 4.38 * 10 1 4.38 * 10 0.71 0.4202
B-Basing 9.88 * 103 1 9.88 * 103 15.91 0.0026
C- Sire 3.39* 1073 1 3.39*10°3 5.46 0.0415
AC 2.97* 1073 1 2.97* 1073 4.79 0.0535
A? 2.00 * 103 1 2.00 * 103 3.23 0.1026
B2 3.728 * 1073 1 3.728 * 10’3 6.01 0.0342
Kalint1 6.208 * 103 10 6.208 * 10
Model 5.155 * 10°® 6 8.592 * 10 3.26 0.1361 Uygun Degil (Anlamsiz)
Uygunsuzluk
Testi
(Lack of Fit)
Saf Hata 1.053 * 10°® 4 2.633 *10*
Genel 0.15 16

Toplam
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climinasyon (backward) metoduna kuadratik

degiskenler ilave edilerek turetilmistir. Matematiksel modeller Cizelge 4.7°de yer

almaktadir.

Cizelge 4.7: Stperkritik Karbondioksit Ekstraksiyonunda D-Pinitol ve Ekstraksiyon

Verimliligi Icin Matematiksel Modeller

p degerleri R? Yeterli
Kesinlik
(Adequate
Modeller Esitlikler Model Lack of fit Precision)
Model 1: Sqrt (pinitol) = <0.0001** 0.1353*** 0.9577 19.633
D-Pinitol +35.65-0.28* A
(ppm) +0.078* B
+0.19*C
-3.228*10°*A*C
+5.912*103%* A?
-7.924*10°*B2
Model 2: Sart (ekstraksiyon | <0.0001** 0.1361*** 0.9577 19.643
Ekstraksiyon | verimliligi) =
verimliligi +1.49-0.012* A
(9 D- +3.249*10°* B
Pinitol/100g +7.914*103*C
Kegiboynuzu) -1.349*104*A*C
+2.471%10*A?

-3.325*10°*B?

** Istatistiksel olarak o = 0.05 diizeyinde anlamls;

*+* statistiksel olarak a = 0.05 diizeyinde anlamsiz

Cizelge 4.5° de yer alan p degerleri istatistiksel olarak a= 0.05 diizeyinde

anlamli, model uygunsuzlugunun test edilmesi amaci ile kullanilan model

uygunsuzlugu testi (lack of fit) a= 0.05 istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.
Yeterli kesinlik (adequate precision) degerleri Model 1 ve Model 2 igin 4’ten
biiyiiktiir. Ayn1 zamanda R? degerleri hem ekstrakt fazdaki D-pinitol miktar1 igin

hem de ekstraksiyon verimliligi i¢in 0.9577 bulundugundan modelimiz bu

deneysel dizayn igin uygundur (Lazi¢, 2004).
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Bagimsiz degiskenler olan basing, sure istatistiksel olarak model zerinde
etkili bulunmustur. Buna ek olarak basincin karesi de model lzerinde etkilidir.
Sekil 4.3 ve Sekil 4.4 de ekstrakttaki D-pinitol miktar1 ve ekstraksiyon verimliligi
i¢in yanit — yiizey grafikleri gorilmektedir.

D-pinitol” 1iin ke¢iboynuzu meyvesinden siiperkritik karbondioksit
yontemiyle ekstraksiyonunun kinetik o6zellikleri {izerine gergeklestirilen bir
calismada 300 ve 200 Bar basingta, 40° ve 60°C sicaklik kosullarinda c¢alisilmis

ve sicaklik ve basincin ekstraksiyon verimini arttirdigr gézlemlenmistir (Chafer
and Berna,2014).

P P -
R A e e o e e
S P A o e e e, e
s 0“'0“‘4" N
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Sqrt* (D-Pinitol (ppm))

400.00 60.00

350.00 55.00

300.00 50.00

B: Basing (Bar) A: Sicaklik (°C)

200.00 40.00

Sekil 4.3: D-Pinitol Miktar1 i¢in Yanit Yiizey Grafigi

Sqrt* : Karekok doniisiimii yapilms degerler



Sqrt* (Ekstraksiyon Verimliligi)

(g D-Pinitol/100g Kegiboynuzu)

60

40000 60.00

B: Basing (Bar) A: Sicaklhik (°C)

200.00 40.00

Sekil 4.4: D-Pinitol Miktar1 i¢in Yanit Yiizey Grafigi

Sqrt* : Karekok doniigiimil yapilmis degerler

4.4 Optimizasyon ve Stiperkritik Karbondioksit Ekstraksiyonu igin

Optimum Noktanin Bulunmasi

Superkritik  karbondioksit ekstraksiyonu parametreleri icin  nlmerik

optimizasyon uygulanmis ve ekstrakttaki D-pinitol miktar1 (ppm) ve ektraksiyon
verimliligi (g D-Pinitol / 100g Kegiboynuzu) i¢in maksimum nokta tahmini

yapilmistir. Optimizasyon sonuglar1 Cizelge 4.8 de verilmistir.
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Cizelge 4.8: Optimizasyon Degerleri

Sicakhik | Basing Sure Tahminlenen Deger
(°C) (bar) | (dakika)

D- Ekstraksiyon
Pinitol Verimliligi (o]
(ppm) D-Pinitol/100g
Keciboynuzu)
Keciboynuzu | 58.19 397.22 | 109.82 3374 5.9
Tozu
(D:1)*

*D: Desirability(istenen hedefe ulagsma) degeri.

Optimizasyon verilerinin bulundugu Cizelge 4.8 ¢ de gortldigi gibi
stperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda ekstrakt fazdaki D-pinitol miktari
(ppm) ve ekstraksiyon verimliligi (g D-Pinitol/100g Keciboynuzu) igin
maksimizasyon islemi sonucunda sicaklik 58.19°C, slire 109.82 dakika ve basing
397.22 bar olarak bulunmustur.
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5. SONUC

Gergeklestirilen tez c¢alismasinda kiiltiire alinmis kegiboynuzu meyvesi
hammadde olarak secilmis ve Oncelikle fiziksel Ozellikleri belirlenmistir.
Kegiboynuzu meyvesinin eni 21.78 £2.62 cm, boyu 18.73+1.42 cm, kalinlig1 8.24
+ 1.86 mm, tohum sayis1 10 + adet ve tohum agirligi 2.11 + 0.19 g, meyve eti
agirhigr ise 20.58 + 3.17g olarak tespit edilmistir. Kimyasal analizlerden; nem
miktart % 9.83 £ 0.20, suda ¢ozinur kuru madde miktart % 53.75 = 1.77, pH
degeri 5.10 = 0.01ve titrasyon asitligi % 0.74 £0.18 (SSA), sakkaroz miktart %
32.04 £ 0.12, glikoz miktar1 % 7.25 +£0.08, fruktoz miktar1 % 11.21 +0.15, protein
miktar1 % 3.92 +£0.10, toplam kiil miktar1 % 2.99 + 0.16, toplam fenolik madde
miktar1 3574.56 +84.16 mg/kg, D-pinitol miktar1 ise % 6.45 + 0.03 olarak tespit

edilmistir.

Keciboynuzu meyvesinden superkritik karbondioksit  ekstraksiyonu
yontemi kullanilarak D-pinitol adli biyoaktif bilesenin ekstraksiyonu, ‘Yanit
Yiizey Yontemi® (Response Surface Methodology) kullanilarak model
olusturulmas:1 ve ekstraksiyon parametrelerinin  optimizasyonu (zerinde
calisilmistir. Siiperkritik ekstraksiyon islemi i¢in bagimsiz degiskenler olarak
sicaklik (40-50-60°C), basing (200-300-400 Bar), stire (60-90-130 dakika)
belirlenmistir. Bagimli degiskenler (sistemin yanitlari) olarak ise ekstrakte edilen
D-Pinitol miktar1 (ppm) ve ekstraksiyon verimliligi (g D-Pinitol / 1009
Keciboynuzu) seg¢ilmistir.

Sistemin yanitlar1 ile degigskenler arasindaki matematiksel modellerin
olusturulabilmesi i¢in gerekli olan deneysel veriler ‘Box- Behnken’ deneme plani
izlenerek elde edilmistir. Design Expert 7.0 yazilimi kullanilarak deneme planh
modellemesi yapilmistir. Bu yazilim ile sistemin yanitlarinin model uygunlugu
test edilmis ve sistemin yanitlari olarak seg¢ilmis olan ekstrakte edilen D-pinitol
miktarinin ~ (ppm) ve ekstraksiyon verimliligi (g D-Pinitol / 1009
Keciboynuzu)’nin modele uygun olduklar1 belirlenmistir. Olusturulan model
iizerinde bagimsiz degiskenler olarak segilen basing ve siirenin etkili oldugu ve
buna ek olarak basincin karesinin de dnemli etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
Ardindan optimizasyon islemi uygulanmis ve sonuclar 58.19°C, 397.22 Bar ve
109.82 dakika olarak bulunmustur.
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