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KAKAO TOZUNA KECIBOYNUZU TOZU ILAVESI iLE YAPILAN
TAGSISININ BELIRLENMESI AMACIYLA YENIi BIR METODUN
GELISTIRILMESI
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Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Danisman: Prof. Dr. Mustafa KARHAN
Arahk 2016, 34 sayfa

Bu caligmada kakao tozuna keciboynuzu tozu ilavesi ile yapilan tagsisin
belirlenmesi i¢in yeni bir yontemin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amacla kakaoda
bulunmayan ancak ke¢iboynuzunda bulunan D-pinitol adli seker alkol isaretleyici
olarak kullanilmistir. Genel olarak gida analizlerinde 6rnek hazirlama asamalarinda
kullanilan Carrez ¢o6zeltileri, aktif komiir, PVPP ve perlit oOrneklere farkli
konsantrasyonlarda uygulanmistir. Kromatogramin piiriizsiizliigi yoniinden en uygun
kromatogram elde edilmeye calisilmistir. Ayrica, her bir maddenin diger maddelerin
farkli konsantrasyonlar1 ile kullanildiginda sonuclarinin ne olacagi incelenmistir.
Denemeler sonucunda en uygun 6rnek hazirlama yontemi olarak 6rnege 0,05 mL Carrez
I ve 0,05 mL Carrez II ¢6zeltilerinin uygulanmasini takiben 0,50 g/L aktif komiir, 0,50
g/l PVPP uygulanmasi bulunmustur. Diger yandan, aktif komiiriin karbonhidratlar1
tutugu goéz Oniine alinirsa seker kompozisyonunun belirlenmesinin amaglanmadigi
durumlarda artan miktarlarda aktif komiir uygulanmasinin da olumlu sonuglar
verebilecegi gozlenmistir. Perlit uygulamasinin ise 6rnek hazirlamada etkili olamadigi
gorilmiistiir.

Farkli konsantrasyonlarda kec¢iboynuzu tozu ile katkilandirilmis ve belirlenen
kosullarla muamele edilmis 6rnekler HPLC metodu ile analiz edilmistir. Farkl tagsis
oranlarindaki 6rneklerden elde edilen kromatogramlarm D-pinitol piki alanlarina gore
bir dogru denklemi elde edilmistir. Elde edilen kalibrasyon denkleminden yararlanilarak
piyasadan satin alinan kakao tozu 6rneklerinde kegiboynuzu tozu tagsisinin varligi ve
tagsis oran1 belirlenmeye calisilmistir. Yapilan analizler sonucunda, piyasadaki
orneklerde kegiboynuzu tozu tagsisine rastlanmazken, ticari drneklerden bir tanesinin
azotlu organik bilesen igeriginin diger drneklere gore yaklasik % 50 daha az oldugu
gbzlenmistir. Ancak bu tagsisin niteligi belirlenememistir.

Sonug olarak kakao tozuna kegiboynuzu tozu katkisinin belirlenebilecegi bir
ornek hazirlama yontemini de igeren kromatografik bir yontem tanimlanmistir. Bu
yontemin ticari Orneklerin kontroliinde basarili bir sekilde kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Kakao tozu, keciboynuzu tozu, tagsis
JURI: Prof. Dr. Mustafa KARHAN (Danisman)

Dog. Dr. Mustafa Kemal USLU
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ABSTRACT

DEVELOPMENT A NEW METHOD FOR DETERMINATION OF
ADULTERATION IN COCOA POWDER WITH CAROB POWDER

Ahmet Alp KARAMANOGLU

M. Sc. Thesis in Food Engineering Department
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa KARHAN
December 2016, 34 pages

In this study, it is aimed to determine a new method for detection of adulteration
with carob powder in cacao powder. On this purpose, a sugar alcohol called D-pinitol
which is an ingredient of carob but is not found in cocoa was used as marker. Carrez
solutions, activated charcoal, PVPP and perlite which are generally used in sample
preparation in food analyses were applied to the samples with different concentrations
during sample preparation stage. With these applications, it was aimed to obtain
appropriate chromatogram in terms of smoothness. It was also aimed to have a better
understanding on the effects of different concentrations of each substance in the
combination. In the end of optimization study, the most suitable preparation method
was found as the combination of 0,05 mL Carrez | solution, 0,05 mL Carrez Il solution,
0,50 g /L activated charcoal and 0,50 g/L of PVPP. On the other hand, increasing active
charcoal concentration gave positive results by the means of sugar adsorption even
though determination of sugar composition was not the main objective of this study.
Besides, perlite was determined as non-effective agent on sample preparation.

The samples, intentionally added with carob powder at different concentrations
and treated with determined conditions, were analyzed at HPLC. A linear equation was
provided by the peak areas of D-pinitol from obtained chromatograms of samples at
different adulteration ratios. The obtained calibration equation was used to determine
the presence and level of carob powder adulteration to commercial cacao powders. As a
result of the analyses, No carob powder adulteration was determined in commercial
samples but one of the commercial cacao samples had 50% less nitrogenous organic
compounds compared to the other samples. However, the characteristics of adulteration
could not be described.

Consequently, a new sample preparation and chromatographic analysis method
for determination of cocoa adulteration with carob powder was defined. This method is
thought to be used successfully in qualification of commercial samples.

KEY WORDS: Cocoa powder, carob powder, adulteration
COMMITTEE: Prof. Dr. Mustafa KARHAN (Supervisor)
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ONSOZ

Insanoglunun var olusundan beri gidalara hile yapildig1 bilinmektedir. Cok eski
tarihlerde gidalarda tagsis yapan {reticilere idam cezasma varan yaptirimlar
uygulanirken, son yillarda iilkeden iilkeye degismekle beraber hapis cezasi, tiretimden
men etme ve maddi para cezalar1 verilmekte ve hatta firmalar kamuoyuna
duyurulmaktadir. Son yillarda kamuoyuna duyurulan bu firmalarin genellikle et ve siit
irlinleri alaninda iiretim gosterdikleri goriilmektedir. Bunun sebebi olarak ise bu
gidalara yapilan tagsisi belirleyebilecek gecerli analiz yOntemlerinin ve teknik
personelin mevcut olmasi goriilmektedir. Gergekte bu gruplar disindaki pek ¢cok gidada
da tagsis yapilmaktadir.

Kakao tozuna kavrulmus ve 6giitiilmiis ke¢iboynuzu tozunun ilave edilmesi de
ticari ¢ikar amagh tagsis yapanlarin son yillarda basvurdugu yontemlerden birisidir.
Halihazirda hem kakao tozu standardinda hem de kakao ve benzeri iiriinler tebliginde bu
tagsisin belirlenmesine yonelik bir yontem veya diizenleme yer almamaktadir. Bu
projede kakao tozunda olmayan ancak keg¢iboynuzunda dogal olarak bulunan D-pinitol
adli seker alkoliin isaretleyici olarak kullanilarak bu hilenin belirlenmesine yonelik bir
metot ¢aligmasi arastirilmak istenmistir. Aslinda kegiboynuzu orneklerinin D-pinitol
icerigini belirlemeye yoOnelik olarak proje ekibi tarafindan kullanilan yontem
kegiboynuzu tozu ilave edilmis kakao tozu orneklerinde kullanilabilmekte ancak bu
yontemin uygulanabilirligi gida matriksinden kaynaklanan safsizliklar nedeniyle kisith
olmaktadir. Bu projenin amaci Carrez ¢ozeltileri, aktif karbon, PVPP ve perlit gibi gida
numunelerinin analize hazirlanmalarinda meyve suyu endiistrisinde sik¢a kullanilan
maddeler ile kakao tozunun standart ekstrakt 6rneklerinin analize hazirlanmalar1 ve bu
sekilde HPLC sisteminde kolayca analiz edilebilmelerine olanak saglamaktir.

Bu proje ile hedeflenen 6rnek hazirlama yontemi tanimlanmis, farkli oranlarda
keciboynuzu tozu kakao tozuna katkilanip Ornek hazirlama metodu kullanilmas,
sonucunda bir denklem elde edilmis ve gecgerli bir analiz yontemi belirlenmistir. Bu
projenin gergeklestirilmesi i¢in projeyi (Proje No: 1120494) destekleyen TUBITAK ’a,
her tiirlii harcama ve yazisma islemlerinde yardimci olan TUBITAK personeline ve
laboratuvar ¢alismalarinda emek sarf ederek bana yardimci olan arkadaslarima
tesekkiirlerimi sunarim.
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Simgeler
°C Derece Santigrat
% Yiizde

Kisaltmalar
A Aktif Kémiir ile Durultulan Ornek Kodlamasi
Ca Carrez Cozeltileri ile Durultulan Ornek Kodlamasi
dk Dakika
FAO Food and Agriculture Organisation (Gida ve Tarim Orgiitii)
g Gram
HPLC High Performance Liquid Choramatography (Yiiksek Performansli Sivi

Kromatografisi)

kg Kilogram
KM Kuru Madde
L Litre
m Metre
m? Metrekare
um Mikrometre
mL Mililitre
nm Nanometre
P Perlik ile Filtre Edilen Ornek Kodlamas1
PVPP Polyvinylpolypyrrolidone (Poli Vinil Poli Prolidon)
PV PVPP ile Durultulan Ornek Kodlamasi
RID Refractive Index Detector (Refraktif Indeks Dedektorii)
rpm Rotate Per Minute (devir/dakika)
S1 Seyreltik 1 (% 20 oraninda ke¢iboynuzu tozu ile tagsis edilmis karisim)
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1.GIRIS

Son yillarda gerek T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin yaptigi
denctimlerde ve gereckse de medyada goriilen “gida ter6rii” haberlerinde gidalara
uygulanan taklit ve tagsiste Ureticilerin bagvurdugu yontemler resmi makamlarin yani
sira tiiketicileri de tedirgin etmistir. Gidalarda yapilan tagsis ve taklitin dnlenmesi
amaciyla Bakanligimiz, yapilan rutin denetimleri artirarak piyasadaki iirlinlerin uygun
bir sekilde iiretilebilmesini hedeflemistir.

Hile yaptiklari tespit edilen ve kamuoyu ile paylasilan firmalarin genellikle insan
saghigini dogrudan etkileyen et ve kanath iirlinleri ve siit {riinleri gibi sektorlerde
faaliyet gosterdikleri goriilmiistiir. Genel olarak bu sektorlerde hilelerin tespit
edilebilmesinin en 6nemli sebeplerinden birisi 6nem sirasinda bu gruptaki gidalarin
denetiminin birinci siraya konulmasi ve muhtemel hilelerin tespitinde gecerli ve
uygulanabilir analiz yontemlerinin halihazirda mevcut olmasidir. Ancak farkli gida
gruplarma da bir takim hilelerin yapilmasi muhtemel olsa bile bunlarin tespiti ve
denetimi hususunda pek fazla bir adim atilmamaktadir. Bunun muhtemel sebebi ise
farkli hileleri tespit edebilmek i¢in yOntemlerin bulunmamasi ve dolayisiyla bu
yontemlerin egitimli uzman personel tarafindan yapilamamasidir.

Son yillarda hile yapilan tirtinlere kakao tozunun da dahil oldugu goriilmektedir.
Calismanin ¢ikis noktasi da bu tagsisin yapildiginin farkina varilmasidir. Keg¢iboynuzu
ve Uriinleri lizerine ticari faaliyet gOstermekte olan bir gida firmasinin kavrulmus
keciboynuzu tozu iiretiminde arzu ettigi renkte iiretim yapamamasi iizerine g¢alisma
ekibimizden yardim talebinde bulunmustur. Konu incelendiginde ise iiretimin, kakao
tozu paketleyen bir firmanin 2 ton sipariste bulunmasi ile gerceklestigi firma sahibi
tarafindan ifade edilmistir. Bunun iizerine yapilan piyasa arastirmasinda piyasada
kilogram fiyat1 6 TL’den 20 TL’ye kadar degisen fiyatlarda kakao tozu satildigi ve
kakao tozuna eklenmis keg¢iboynuzu tozunu bunu belirlemeye yonelik herhangi bir yasal
diizenlemenin ve yontemin olmadigi belirlenmistir.

Piyasada farkli fiyatlarla satisa sunulan kakao tozlar1 6zellikle pastane, otel,
hazir yemek iireten yemek firmalar1 gibi toplu iiretim yapan firmalar kullanmaktadir.
Bir bagka ifade ile satisa sunulan kakao tozlara kavrulmus kegiboynuzu tozu ilave
edilerek hile yapilmakta ve daha ucuz iiriinler piyasaya arz edilmektedir. Literatiirde bu
hileyi kesin olarak belirlemeye yonelik herhangi bir bilgi ve yontem bulunmamaktadir.
Sadece son iriiniin seker kompozisyonundan yola ¢ikarak kakao tozuna kegiboynuzu
tozunun ilave edilme ihtimalinin belirlenebilecegi belirtilmektedir. Bu projenin amac1
kakao tozunda dogal olarak bulunmayan fakat ke¢iboynuzunda dogal olarak bulunan D-
pinitol ile bu hilenin ¢ok kii¢iik miktarlarinin dahi belirlenebilecegi, giivenilir, hizli,
yaygm olarak kullanilan laboratuvar cihazlari ile tespit edilebilen ve dogru sonug
verebilecek bir yontemin gelistirilmesidir.

Caligma kapsaminda yiiriitiilen laboratuvar ¢aligmalar1 sonucunda kegiboynuzu
tozu ilave edilen Orneklerde bu ilavenin belirlenmesini saglayacak yeni bir yontem
tanimlanmigtir. Bu yontem kullanilarak piyasadan toplanan ticari kakao tozu drnekleri
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hileli olup olmadiklar1 hususunda yoniinden incelenmistir. Calisma sonucunda ulasilan
yontemin giincel Kakao ve Kakao Uriinleri Tebligi’nde bu tagsisin belirlenmesinde
kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Bunun yaninda uygunlugu saptanan bu yontemin
yalnizca kakao tozunda degil kakao tozu kullanilarak iiretilen diger iiriinlerde de hilenin
belirlenmesi amaciyla kullanilma potansiyeli ihtimal dahilindedir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Kakao

Ebeglimecigiller familyasindan 4 - 8 metre boyunda bir bitki tiirii olan kakaonun
(Theobroma cacao) meyveleri (tohum keseleri) 15 - 20 cm uzunlugundadir ve her
tohum kesesi kakao ¢ekirdegi (tohumu) olarak bilinen 30 - 40 adet tanecik icermektedir.
Kirmizimsi-kahverengi tonlarinda olan kakao g¢ekirdekleri kurutma ve fermentasyon
islemi sonrasinda agiga ¢ikmaktadir, keseden ¢iktiklarinda ise dis kisimlar1 beyaz, tath
bir parsomen 6z ile kapli olmaktadir (Minifie 1982).

Sekil 2. 1. Kakao meyvesi ve bitkisi (Anonim, 2016)

Bitkinin dogal yetisme alani 6zellikle Brezilya, Meksika ve Venezuela topraklari
olmakla beraber, Fildisi Sahilleri toplam iiretimin % 40’1 gergeklestirerek iiretimde
lider konumda bulunmaktadir. Toplam iiretim miktarinda Fildisi Sahilleri’ni % 15°lik
oranla Gana ve Endonezya takip etmektedir (Anonymous, 2016a). Bitkinin, bu tlkeler
disinda Hindistan ve Karayipler gibi tropik bolgelerin genelinde yetistirildigi, genel
olarak yetistirme alanlarinin ise ekvatorun 15° kuzey ve giiney paralelleri arasinda
oldugu bildirilmistir (Mainers vd 1984).

Kakao bitkisi, yetistigi bolgeye gore degismekle beraber yilda iki kere hasat
edilmektedir. Hasat sonrasinda, ¢ekirdekler bigak yardimi ile meyveden ayirilip 6zel
hazirlanmis kutulara yerlestirilerek, 5 - 7 giin siireyle fermentasyon islemine tabi
tutulmakta ve buna bagli olarak ¢ekirdeklere yapisik olan etli kisim gevsemektedir.
Fermentasyon sirasinda olusan biyokimyasal olaylar sonucunda istenen renk ve aroma
olusmakta ve cekirdege sarili olarak bulunan parsomen (kabuk) kismi c¢ekirdekten
ayrilmaktadir (Korkubilmez 2005). Uygulanan bazi ¢alismalar fermente olan kakaoda
24 adet sus maya oldugunu ortaya ¢ikarmustir. Fermentasyon islemi, mayalarm posa
icindeki sekeri alkol ve karbondioksite doniistiirmesiye baslar. Daha sonra bakteriler,
alkolii laktik aside okside ederler ve sonrasinda kosullar daha anaerobik hale
doniistiiglinde asetik asit olusur. Bu olay ile ortamda 1s1 olusur ve 24 saat icerisinde
sicaklik yiikselir. Bakteriler fermentasyon tamamlanincaya kadar aktivitesini
stirdiirmeye devam eder. Kakao fermentasyonunda bulunan mikroorganizmalar toprak,
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aga¢, v.s. cevresel ortamlardan gelirler. Bu asamada en sik bulunan tiirler
Saccharomyces spp’dir (Beckett 2009).

Fermentasyon islemine tabi tutulmus kakao g¢ekirdekleri glineste kurutulmakta,
kurutma iglemi, materyalin nem igerigi % 7’ye diisene kadar devam etmekte ve bu
islemler ile tohumu sarmis olan parsdmen kismin gevrek bir yapi kazanarak sonraki
asamalarda kabuktan kolayca ayrilabilecek bir hal almaktadir (Minfie 1989).

Kurutma islemi sonrasinda ise gevrek bir yapi1 kazanmis olan parsdmen; tas,
toprak ve diger yabanci maddeler, elek veya aspirator vasitasi ile kakao
¢ekirdeklerinden ayrilmaktadir. Yabanct materyalden arindirilmis  olan  kakao
cekirdekleri kavurma islemine tabii tutulmakta, kavurma islemi sirasinda renk ve
aromada degisiklikler meydana gelmektedir. Bu islem ile kakaonun sahip oldugu
serbest aminoasitler, peptidler, indirgenmis sekerler degisime ugrayarak kakaonun
kendine 6zgii aromaya sahip olmasini saglanmaktadir. (Misnawi vd 2004; Barel vd
1985; Mohr vd 1976). Ayrica gekirdek iizerinde yapisik halde kalmis olan kabuk
pargalar1 da bu siiregte ¢ekirdekten daha kolay uzaklagmaktadir. Elde edilen ¢ekirdekleri
yaklasik % 2 - 3 nem, % 54 yag iceriginde 6giitmeye alimmaktadir. istenilen kalite
parametrelerine ulasmak icin gerektiginde pacal hazirlanabilmektedir. Ogiitme
esnasinda {iriin 6ncelikle macun kivamina gelmekte sonrasinda ise daha akiskan (kakao
likorii) bir yapiya kavusmaktadir. Kavurma islemi 115 - 140°C’ de, 40 - 60 dakika ya da
200°C’de 15 - 20 dakikada yapilmakta, kavurma esnasinda % 4 - 7 oraninda nem kayb1
olmaktadir (Minifie 1989).

Kakao tozu iiretiminde kullanilan kakao likoriiniin gelistirilmesi ve istenilen
renk tonlar1 ve aromanin elde edilmesi i¢in kakao likoriine alkalizasyon islemi
uygulanmaktadir. Alkalizasyon isleminin istenilen parametreye gore ogiitmeden once
veya sonra uygulanabilmekte ancak aktif olarak 6giitmeden sonra yapilan uygulamalar
kullanilmaktadir (Drouven vd 1996). Alkalizasyon isleminde potasyum veya sodyum
karbonat soliisyonlarinin kullanilmaktadir. Alkalizasyon esnasinda basing ile birlikte
kakao keki ve yagi ayrilmakta, ayrilan kek kakao tozu halini almaktadir. Yag ise gida ve
kozmetik sanayiinde kullanilmaktadir (Beckett 2009).

Forsyth ve Quesnel (1963); kakao tohumlarinda yaklasik % 9-10 oraninda
karbonhidrat bulundugunu saptamustir. Reineccius vd (1972) tarafindan yapilan bir
diger caligmada ise taze kakao ¢ekirdeklerinin % 2 - 4 oraninda serbest seker icerdigini
sonucuna ulagmistir. Berbert (1979) yaptig1 ¢calismada, az miktarda galaktoz, rafinoz,
inositol gibi sekerleri de icerdigini gozlemlemistir. Bu sekerlerin kakao gekirdeginin
fermentasyonu sonucu gesitli degisikliklere ugramakta oldugu, sakaroz miktar1 iyi
fermente edilmis ¢ekirdeklerde sifira kadar gidebildigi, buna kars1 fruktoz ve glukoz
miktarlarinda artis  goriildiigiinii  bildirmistir. Iyi fermente edilmemis kakao
¢ekirdeklerinde ise yaklasik % 1 oraninda sakaroz mevcuttur (Bracco vd 1969). % 5
oraninda nisasta igeren c¢ekirdegin toplam yag iceriginin ise fermentasyon islemi ile
degisiklige ugramamaktadir (Lehrian ve Patterson 1983).

Kakao ¢ekirdeklerinin bilesimi incelendiginde, tanenin yliksek oranda yag
icerdigi gorilmiistiir. Kakao ¢ekirdekleri ¢cogunlukla, % 50-55 yag, % 12-15 azotlu
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organik bilesen,%10-15 fenolik bilesenler, %9-10 karbonhidrat, % 5 nem, % 1,46 kiil,
% 1,09 teobromin ve % 0,44 kafein igerdigi bildirilmistir (Beckett 2009).

Tiirk Gida Kodeksi Kakao ve Kakao Uriinleri Tebligi’'ne gore kakao tozu
“Temizlenmig, kabugu soyulmus ve kavrulmus kakao ¢ekirdeginin toz haline
getirilmesi ile elde edilen ve kuru madde tizerinden kiitlece en az % 20 oraninda kakao
yag1 igeren toz haldeki {irlin” olarak tanimlanmaktadir. Bu tebligde kakao tozuna ait
kalite kriterleri olarak sadece igermesi gereken maksimum rutubet miktar1 belirtilmis,
bunun yaninda ortofosforik asit, bazi tatlandiricilar ve interesterifiye risinoleik
poligliserol esterleri gibi katki maddelerinin belli dozlarda kullanilabilecegi
belirtilmistir (Anonim 2012). Bunun disinda kakao tozunun tagimasi gereken kriterlere
dair herhangi bir diizenleme veya kisitlamanin bulunmadig: goriilmektedir.

2.2. Keciboynuzu

Yeryiiziiniin en eski bitkilerinden birisi olarak bilinen ke¢iboynuzu (Ceratonia
siliqua L.), Leguminoseae familyasinin Ceasalpinaceae alt familyasina ait, ¢ok yillik bir
bitki oldugu bildirilmistir (Karkacier ve Artik 1995). Kegiboynuzu bitkisi, Akdeniz
ikliminin gorildigi 30° - 45° kuzey ve giiney enlemlerini kapsayan bolgelerde
yetismektedir. Diistik sicakliklara duyarl olan bitkinin, —4°C’nin altindaki sicakliklarda
zarar gorebilmektedir, kegiboynuzu agacinin, 10 m uzunlugunda genis enli, koyu renkli
ve dayanikli dallar1 olan bir bitkidir. Giiglii k6k yapisina sahip olmasi sebebiyle ¢ok az
suya gereksinim duymakta ve kuraklikta bile meyve verebilmektedir, agacinin
yapraklari; 4 - 5 cm biyiikligiinde, oval, agik yesil renkte olup, bitki kisin yaprak
dokmemektedir (Yalim 2010).

Kegiboynuzu agaci, ekonomik 6mre 10 - 15 yasinda ulasmakta ve sonraki her yil
meyve miktar1 ve kalitesi artmaktadir. Olgun bir agacin yillik meyve verimi 90 - 115 kg
arasinda degismektedir (Tunalioglu ve Ozkaya 2003).

TS 2907’¢ gore “Ceratonia siliqua L. tiiriine giren agaglarin bakla bigimindeki
meyvesidir” seklinde tanimlanan kegiboynuzu meyveleri, Mayis ayinda biiyliimeye,
Haziran ve Temmuz aylarinda ise olgunlasmaya baslamaktadir. Meyvenin olgunlastik¢a
yesilden koyu kahve rengine doniismekte ve olgun meyvelerin hasadi Eyliil ayinda
baslayip mevsim kosullarina bagli olarak Aralik ayina kadar devam edebilmektedir.
Hasat edildiginde ise uglar1 hafif yesil olan meyveler depolanmadan 6nce giineste
kurutularak tiiketime hazir hale getirilmektedir (Anonim 1977, Yalim 2010)

Ulkemizde kegiboynuzu, Akdeniz ikliminin goriildiigii Anadolu’nun giiney ve
bat1 kesimlerinde; Izmir’in Urla ilcesinden Hatay’in Samandag ilcesine kadar olan 1750
km’lik sahil seridinde 1 - 2 km’lik i¢ kisimlara kadar ve Cukurova, Kozan ve Mersin
bolgelerine bakildiginda ise 25 km’lik i¢ kisimlara kadar yetismektedir (Yalim 2010).

Diinya Gida ve Tarm Orgiitii'niin (FAO) istatistik verileri; diinyada
kegiboynuzu yetistirilen toplam alanin % 50’den fazlasma Avrupa’nin Akdeniz kiy1
seridinde bulunan {ilkelerde oldugunu bildirmektedir. Tiirkiye ise toplam {iretim alani
ile diilnyada 6. sirada yer almaktadir (Anonim 2015).
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Diinyanin bir¢ok yerinde yetisen kegiboynuzu meyvesi tiiketim olgunluguna
ulastiginda; cins, bolge ve iklime bagl olarak genellikle adet basina 6 - 32 g agirliginda,
7 - 14 adet tohum igeren meyveler tiretmektedir (Barracosa vd 2007, Sidina vd 2007).

Uluslararas1 standartlara gore kegiboynuzu meyvesi, kegiboynuzu agacinin
(Ceratonia siliqua L.) olgun ve kuru meyvesi olup kendine 6zgii sekilde, uzunlugu en
az 12 cm, bozuk meyve orani en fazla % 9,5, kiiflii ya da ¢iiriik oran1 en fazla % 0,5,
kirik orani en fazla % 25, gelismemis meyve orani en fazla % 3 ve yabanci madde orani
en fazla % 1 olmalidir (Anonymous 1987). Keciboynuzu meyvesinin genel 6zellikleri
TS 2907 Kegiboynuzu (Harnup) Standardi’na goére en az 5 cm uzunlugunda, koyu
kahverenginde, kendine o6zgii bicim, tat ve kokuda olmalidir. Icerisinde kirik
keciboynuzu miktar1 agirlikga % 25’den, gelismemis meyve oran1 % 3’ten, yabanci
madde oran1 % 1°den, bozuk meyve oran1 % 10’dan, kiiflii ya da ¢iiriik oran1 % 0,5’ten
fazla olmamali ve igerisinde canli ya da cansiz bocek bulunmamalidir (Anonim 1977).

Keg¢iboynuzu meyvesi genel olarak agirlik¢a % 90 oraninda meyve etinden, %
10 oraninda ise ¢ekirdek kismindan olusmaktadir. Kimyasal bilesiminin ise meyvenin
cinsi, yetistirildigi bolge, hasat zamani (olgunluk), yetistigi toprak ve iklim 6zelligi ile
kiiltiirel tekniklere bagli olarak olduk¢a degiskendir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda,
kavrulmamis keg¢iboynuzu meyvesinin yaklasik % 65-70’1 suda ¢oziiniir kuru madde, %
10-12’1 nem, % 7-8’si azotlu organik bilesen, % 7-8’s1 ham seliiloz, % 4-5’1 kiil ve %
0,7-1,1’1 yagdan olusmaktadir (Ayaz vd 2007, Karkacier ve Artik 1995, Yousif ve
Alghzavi 2000).

Avallone ve ark. (1997), keciboynuzu ¢ekirdegi iizerine yaptiklari ¢alismalarda
cekirdek bilesiminin ortalama % 9 nem, % 1 kiil, % 1 azotlu organik bilesen, % 1,1 yag,
% 0,4 sakaroz, % 0,1 D-glikoz, % 0,1 D-fruktoz, % 0,1 nisasta ve 0,66 mg/g toplam
fenolik madde igeriginin oldugunu saptamislardir. Kavrulmus ke¢iboynuzu (meyve eti)
tozu ise yaklasik % 62 toplam seker, % 6 azotlu organik bilesen, % 3 kiil, % 1,5 seliiloz
ve % 0,2 yag icermektedir (Yurdagel ve Teke 1985).

Kegiboynuzu ununun kakao ikame edici olarak kullaniminin arastirildigi bir
caligmada, kegiboynuzu ununun (keg¢iboynuzu meyvesine kendine has kokusunu veren
izobutirik asidin kavurma islemiyle uzaklastirilmasindan sonra) % 25 - 30’a kadar
eklendiginde tat ve aroma agisindan duyusal yOntemlerle kakaodan farkinin
anlagilmadig1 tespit edilmistir. Bu sebeple, ke¢iboynuzunun c¢ikolata ve sekerleme
kaplamasinda formiile eklenebilecegi bildirilmistir (Meer 1979). Keg¢iboynuzunda
yiiksek oranda bulunan izobutirik asit (6,3 - 9,4 g izobutirik asit/kg KM), meyvenin
kullanim potansiyelini azaltan kotii kokuya neden olmaktadir (Berna vd 1997).

Yapilan caligmalarda, keciboynuzunun kafein ve teobromin igcermemesinin
yaninda kakaoya gore daha yiiksek oranda fruktoz ve daha disiik oranda yag
icermektedir (Graig ve Nguyen 1984). Ayrica Meer (1979) yaptig1 c¢alismada
kegiboynuzu tozunun kakaoya gore daha fazla diyet lifi ve seker icerdigini
gbzlemlemistir.

Kec¢iboynuzu meyvesi; kahve ¢ekirdegi, kakao ve benzer diger meyveler gibi
toz haline getirilmekte, kavrulmus veya kavrulmamis haldeki ke¢iboynuzu unu
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dogrudan gida katkisi olarak kullanilabilmektedir. Kavurma islemi esnasinda meyvenin
seker, azotlu organik bilesen ve yag derisimi azalirken azotlu organik bilesen ve
indirgen sekerlerin varhiginda Maillard reaksiyonu ve karamelizasyon artmakta, bu
olaylar sonucunda ke¢iboynuzu unu daha buruk bir aromaya sahip olmakta ve kakao
tozundan duyusal olarak daha zor ayirt edilebilir bir hal almaktadir (Roseiro vd 1991).
Ayrica kavurma isleminden kisa zincirli yaglar gibi ugucu bilesenleri de etkilenmekte;
Kegiboynuzu ununun karakteristik kokusunu olusturan izobiitirik asit de
ke¢iboynuzunun 160°C de 30 dk kavrulmasit ile yaklastk % 30 oraninda
parcalanmaktadir (Berna vd 1997).

2.3. Taklit ve Tagsis

Tirk Gida Kodeksi’nde taklit, “iiriinlerin sekil, bilesim ve nitelikleri itibariyla
yapisinda bulunmayan ozelliklere sahipmis gibi veya baska bir {iriiniin aynisiymis gibi
gosterilmesi” seklinde tanimlanmustir. Tagsis’in tanimi ise “Uriinlere temel 6zelligini
veren Ogelerin ve besin degerlerinin tamamimin veya bir bolimiiniin mevzuata aykiri
olarak cikarilmasi veya miktarmin degistirilmesi veya ayni1 degeri tasimayan bir bagka
maddenin, o madde yerine ayni maddeymis gibi gosterilmesi” seklindedir (Anonim,
2010).

Gidalarin hilelerinin ardindaki tetikleyici sebep, tiriinde bir kisim veya tamamen
diisiik fiyath bilesenler kullanip pahali olan bir iirlinii ucuza mal ederek yiiksek kar
saglamaktir. Tarihte zeytinyagir gibi stratejik Oneme sahip gidalarda tagsislerin
yapilageldigi goriilmektedir. Giinlimiizde teknolojinin ve iletisimin de gelismesiyle
beraber farkli gida gruplarinda farkli yontemler kullanarak ¢esitli hileler yapilmaktadir.
Son yillarda hile yapilan gida maddelerine kakao tozu da eklenmistir. Tiiketicilerin gida
giivenligi ve kalitesi konusunda gittikge bilinglenmesiyle, gida iriinleri hilelerinin
belirlenmesinde yeni tekniklerin kullanimi yayginlasmistir. Bu hileyi gerceklestiren
gida iireticilerinin ileri teknikleri kullanmasindan dolay1 hile ve yaniltmay: klasik analiz
teknikleri ile belirlemek olduk¢a zorlasmaktadir. Bu nedenle gidalarda taklit ve tagsisi
belirleyecek yeni yontemlerin gelismesi 6nemlidir.

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada kakao tozuna tagsiste kullanilmas: muhtemel
olan kakao kabugu, soya unu, keciboynuzu tozu ve findik kabugu katkilanarak cesitli
karigimlar elde edilmis ve karisimlara uygulanan tagsis 6rneklerde yapilan karbonhidrat,
aminoasit, kiil, ham lif, teobromin, kafein, toplam alkaloid, azotlu organik bilesen
analizleri ile belirlenmeye ¢alisilmistir. Yapilan analizler sonucunda; kakao tozu, kakao
kabugu ve keciboynuzunun farkli konsantrasyonlarda teobromin, kafein ve toplam
alkaloid icerdigi fakat findik kabugunun ve soya ununun bu maddeleri igermedigi
bildirilmistir. Bu li¢ maddeden sadece kafein igerigine ait veriler kullanilarak bu
maddelerle yapilacak olan tagsisin belirlenemeyecegi, ancak teobromin ve toplam
alkaloid igerigi ile bu tip tagsisin saptanabilecegi ifade edilmistir. Karbonhidrat
kompozisyonlar1 yoniinden ise sadece kegiboynuzu tozu tagsisinin nitel olarak
belirlenebilecegi ancak oransal olarak herhangi bir sonuca ulasilamadigi bildirilmistir.
Soya unu tagsisinde azotlu organik bilesen analizinin belirleyici olarak kullanilabilecegi
de gosterilmistir (Altug ve Gonul 1988). Literatiirde kakao tozundaki tagsisin
belirlenmesine yine kakao ve ayni zamanda keciboynuzunda bulunan alkaloidler
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vasitasiyla sonuca ulagilmaya ¢alisildigi, bunun yaninda karbonhidrat icerigi yoniinden
sadece nicel olarak kismi bir sonuca varilabildigi goriilmektedir. Bu nedenle tagsisin
belirlenmesi amaciyla kullanilacak olan isaretleyici maddenin kakaoda dogal olarak
bulunmayan ancak kegiboynuzunda dogal olarak bulunan bir madde olmasi
gerekliliginin 6nemini ortaya koymaktadir.

Yapilan c¢aligmalarda keciboynuzu gibi baklagiller de insiilin benzeri etki
gosteren D-pinitol ad1 verilen bir seker alkoliin yiiksek miktarda oldugu belirlenmistir.
D-pinitol ¢am agaci, yonca, nohut, karanfil gibi bitkilerde ve soya ve keciboynuzu gibi
baklagillerde dogal olarak bulunan bir bilesiktir. (Streeter 2001, Kim vd 2005). D-
pinitol bitkiler aleminde kuraklik ve sicaklik salinim periyotlar1 boyunca bitkilerin
toleransini arttirmak ve ozmotik stresi azaltmak igin biinyesinde olusturdugu (Guo ve
Oosterhuis 1995, Orthen ve Popp 2000, Chiera vd 2006, Merchant vd 2006), bitkiyi
soguk ve kurakliga kars1 koruyan, erime noktas1 183 - 185°C olan yapisal olarak bir
siklohegzigol (3-0-metil-chiro-inositol) olarak tanimlanmaktadir (Gorham vd 1984,
Orthen ve Popp 2000, Orthen vd 2000).

H OH

HO (:) I| H
\C/ be H\C/
/ OH H /\
H \([} Ve CH,
| |

H OH
Pinitol
Mono methyl d-inositol

Sekil 2. 2. D-pinitoliin kimyasal yapis1 (Dozois vd 1938, Dowd ve Stevens 2002)

Kakao tozuna basta kakao g¢ekirdegi kabuklarmin tozu, soya unu, ke¢iboynuzu
tozu, findik kabugu tozu gibi ¢ok farkli maddelerin katilarak tagsis yapilmaktadir.
Ozellikle soya unu ilavesi durumunda son iiriiniin azotlu organik bilesen iceriginden
yola ¢ikilarak soya unu tagsisinin belirlenmesine yonelik uluslararasi dergilerde
yayinlanan makaleler bulunmaktadir (Altug ve Gonul 1988). Buna karsin son yillarda,
uluslararasi literatiirde kakao tozuna kegiboynuzu ilavesinin oransal belirlenebilecegi
konular1 igeren herhangi bir yayma rastlanmamistir (Albright vd 1978). Sadece 1986
yilinda kegiboynuzunun bilesimi {izerine yayinlanan bir makalede D-pinitoliin kakao
tozunun tagsisinde isaretleyici olarak kullanabilecegine dair kiiclik bir Oneriye
rastlanmistir (Baumgartner vd 1986). Bilgilere ek olarak iilkemizde 1987 yilinda yerel
bir dergide kakao tozuna kegiboynuzu tozunun ilave edilmesinin belirlenmesine yonelik
bir makaleye rastlanmistir (Altug ve Goniil 1987). Bu makalede ise sadece karbonhidrat
analizi ile bu tagsisin belirlenmeye calisildig1 ancak oransal olarak tagsisin boyutunun
ortaya koyulamayacag goriilmektedir.

Yukarida verilen bilgilerin diginda bu tip tagsisin belirlenmesine yonelik bu
konuda herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu yoniiyle c¢alisilan tez konusu
arastirma literatlirdeki bu boslugu dolduracak nitelikte oldugu diistiniilmektedir.
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Yapilan ¢alismada amag piyasada satilan kakao tozlarina ke¢iboynuzu tozunun
ilave edilip edilmediginin, ilave edildi ise yaklasik hangi oranda oldugunun
belirlenebilecegi bir yontemin gelistirilmesidir. Bu kapsamda keg¢iboynuzunda dogal
olarak bulunan D-pinitol ad1 verilen seker alkoliiniin varliginin tespit edilmesi ile kakao
tozuna keciboynuzu tozunun ilave edilmesi ile yapilan tagsisin belirlenebilmesi ve
bdylece bu bilesigin bir isaretleyici madde olarak kullanilmas1 kurgulanmaistir.

2.4. Filtrasyon ve Durultma Yardimci1 Maddeleri

Aktif komiir; bazi aga¢ materyallerinin, kemiklerin veya sert ¢ekirdekli
meyvelerin ¢ekirdeklerinin veya badem ve findik gibi sert meyve kabuklarmin oncelikle
600°C civarnda sicakliklarda komiirlestirilmesi, ardindan kontrollii olarak okside
edilerek karbon digindaki diger bilesenlerin uzaklastirilmasi ve komiiriin aktif hale
getirilmesi ile elde edilen graniil veya toz haldeki bir adsorbendir. Agirligina gore ¢ok
genis bir yiizey alanina ve buna bagli olarak da yiiksek bir adsorbsiyon giiciine sahiptir.
Ornek olarak 1 adet aktif komiir tanesi yaklasik 100 pm boyutundadir. Su veya berrak
iceceklerde, istenmeyen renk veya koku olarak ortaya ¢ikmis olumsuz unsurlarin
uzaklastirilmasinda kullanilir (Cemeroglu 2009).

Aktif komiiriim iyon degistirici 6zelligi yoktur. Sahip oldugu yiizey alani
sayesinde Ozellikle kiigiik boyutlu fenolik maddelerin, renk maddelerinin ve oksidasyon
sonucu ortaya ¢ikan koku bilesenlerinin ortamdan uzaklastirilmalar1 konusunda etkili
bir filtre yardimec1 maddesidir (Morris and Main 1995).

Meyve suyu veya bazi ekstraktlarmn iiretiminde, az miktarda ve siirekli olmayan
renk problemleri aktif komiirle asilabilmektedir. Ancak iiretimde siirekli renk a¢ma
sorunu ile karsilasiliyor ise en dogru ve ekonomik ¢6ztim polivinilpolipirolidon (PVPP)
kullanilmasidir (Cemeroglu 2009).

PVPP de aktif komiir gibi meyve suyu endiistrisinde filtrasyon yardimc1 maddesi
olarak ve ayni zamanda gida numunelerinin analize hazirlanmalarinda da yaygin olarak
kullanilmaktadir. PVPP, modifiye bir polietilen olup N-vinilpirrolidon’dan olusmus {i¢
boyutlu ag yapisma sahip sentetik bir polimerdir. Sahip oldugu yiiksek molekiil agirligi
yapis1 sayesinde su, asit, baz ve diger bilinen organik ¢6ziiciilerin hig¢birinde ¢6ziinmez.
Asit ortamlarda fenolik ve polifenolik bilesen kompleksini ve diisiik molekiil agirlikli
katesinleri, molekiiller arasi hidrojen kopriileri olusturarak absorbe etme Ozelligine
sahiptir (Cemeroglu 2009, Morris and Main 1995).

Perlit, magmanin asit fazinda olusan lavlarm soguyup, gozle veya mikroskopla
goriilebilecek bir yapida kirilmasinin meydana getirdigi, kiitle biinyesinde su
damlaciklar1 bulunan, camsi volkanik bir kaya {irlintidiir. Baz1 perlit tipleri kirildig1
zaman inci parlakliginda kiigiik kiireler elde edildiginden; perlit ismi inci anlamina
gelen "Perle" kelimesinden tiiretilmistir. Bir¢ok mineral madde igerir. En ¢ok SiOy,
Al203, Naz0, Kz0 icermektedir (Anonim 2016b). Ham perlit gozenekli yapiya sahiptir.
900 - 1100°C araliginda 1sitildiginda misir tanesine benzer sekilde patlayarak orijinal
hacminin 20 kati kadar genigletilmektedir. Bu patlama ve genlesme, yapisinda % 2 - 4
civarinda bulunan 6z sudan kaynaklanmaktadir. Perlit sudan daha diisiik yogunluga
sahiptir, su istiinde ylizebilir. Bu da sogurma kapasitesini arttirir. Kimyasal ve termal
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reaksiyona girmez, ¢evreyi kirletmez. Kati veya sivi karisimimin iginde ¢éziinmemis
maddeleri fiziksel olarak tutarak kolaylikla ayrilmasm saglar. Ozellikle yag sanayinde
etkin bicimde kullanilmaktadir (Ergoniil 2011).

Carrez durultmasi gida sanayiinde seker analizlerinden 6nce kullanilan adsorptif
etki ile ortamdan istenmeyen maddeleri uzaklastiran bir uygulamadir. Uygulama iki
adet farkli Carrez ¢ozeltilerinin 6rnege pespese uygulanmasi seklinde yapilmaktadir. Bu
yontemle durultmada Carrez ¢ozeltileri ile ortamda ¢inko-hakzasiyanoferrat-I1I ‘den
olusan hacimli kaba bir tortu meydana gelir. Bu tortu, ortamdaki azotlu organik bilesen
ve yag bazl kolloidleri ve analizi etkileyecek diger gereksiz unsurlar1 absorbe eder ve
filtrasyonda beraberinde gotiiriir. Bu yolla berraklastirmada neredeyse hi¢ seker kaybi
goriilmemektedir (Cemeroglu 2010).

3. MATERYAL VE METOT

Bu calismada materyal olarak Antalya ilinde faaliyet gosteren bir firmadan
kavrulmus ve 6giitiilmiis olarak temin edilen ke¢iboynuzu tozu ve D-pinitol icermedigi
analiz sonucunda belirlenen saf kakao tozu kullanilmistir. Caligmanin 6rnek hazirlama
ve analiz gelistirme kismi olan ilk kisim basari ile tamamlandiktan sonra tilkemiz
piyasasinda satisa sunulan ticari 13 farkli kakao tozu 6rnegi satm alinmis ve bu iriinler
kakao tozu tagsisi arastirmasinda kullanilmustir. Filtrasyon ve durultma yardimcilari
olarak ise Persa firmasindan temin edilen perlit, Viniclar markali PVPP, Merck’ten
alman Aktif Komiir ve Sigma Aldrich’ten alinan Carrez soliisyonlar1 kullanilmistir.
Carrez i¢in soliisyonlar toz halde alinmig her analiz 6ncesinde yeniden hazirlanmistir.

3.1. On Denemeler

Yapilan 6n denemelerde saf kakao tozu ve % 20 keciboynuzu tozu iceren
karisimmn D-pinitol igerikleri karsilastirilmistir. Ornekler, analiz edilmek iizere suda
¢oziindiiriilmiis ve yaklasik 400 kat seyreltilerek ¢alismada kullanilmis olan D-pinitol
tespitinde kullanilan yontem ile analiz edilmistir. Analiz sonuglar1 incelenerek D-pinitol
igerikleri karsilastirilmistir.

3.2. Ornek Hazirlama Amaciyla Denenen Yéntemler

3.2.1. Ornek hazirlama denemelerinde kullamilmis olan tagsis edilmis karisimin
hazirlanmasi

Ornek hazirlamada tiim uygulamalar1 birbiriyle karsilastrmay: kolaylastirmak
amaciyla keciboynuzu tozu ile % 20 oraninda tagsis edilmis olan kakao tozu
kullanilmistir. Bu amagla 8 kisim kakao tozu 2 kisim kegiboynuzu tozu ile (toplam
karigim maksimum 2 kg) 5 L kapasiteli ve kapanabilen cam bir bidon igerisinde
karigtirilmig ve alt ve iiste ¢cevirmek suretiyle homojen bir karisim elde edilmistir. Bu
karigim 6rnek hazirlama denemelerinde ana stok karigim materyali olarak kullanilmustir.
Uretilmis olan ana stok karisimindan 50 mL hacimli plastik santrifiij tiipiine 2 gram
tartilip tlizerine 38 mL saf su ilave edilmistir. Daha sonra karisimin iyice
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coziindiiriilmesi i¢in kapagi kapatilan tlip alt st edilmistir. Ekstraksiyonun tam
manastyla gerceklestirilebilmesi amaciyla karigim 50°C’deki ¢alkalamali su banyosunda
300 rpm karistirma hizinda 15 dakika siireyle karistirilmistir.

Bu sekilde hazirlanmis olan ekstrakt Seyreltik 1 (S1) olarak adlandirimustir.
Calismada denenmis olan tiim diger 6rnek hazirlama yontemleri bu asamada elde edilen
S1 isimli 6rnekle kiyaslanarak denenmistir. Bu karsilastirmanin kolaylikla yapilabilmesi
icin bu asamaya kadar 20 kat seyreltilen karisimdan 1 mL alinmis ve 19 mL saf su ile
seyreltilmistir (Toplamda 400 kat seyreltme). Daha sonra kaba filtre kagidindan
gecirilmesiyle elde edilen berrak kisim 0,45 um ¢apli membran filtre yardimiyla filtre
edilmis ve viallere aliarak HPLC sistemine enjekte edilmistir. Elde edilen bu 6rnek ve
kromatogram kontrol grubu olarak degerlendirilmistir.

Tiim denemelerde 6rnekler S1 6rneginin farkli 6rnek hazirlama prosediirlerinden
sonra toplamda 20 kat daha seyreltilmesi ile HPLC cihazina verildigi sekilde
hazirlanmistir. Boylelikle bu projede HPLC de analiz edilen tiim 6rnekler baslangica
gore 400 kat seyreltilmistir.

3.2.2. Carrez durultmasi

Bu asamada S1 oOrneklerine Carrez 1 ve Carrez 2 olarak bilinen ve gidalarda
genellikle yag ve azotlu organik bilesenlerin ayristirilmasinda kullanilan Carrez
durultmasi uygulanmistir. Carrez 1 ve Carrez 2 durultma ¢ozeltileri asagida belirtilen
prosediir kullanilarak hazirlanmistir.

Carrez 1 ¢ozeltisi: Bu amagla saat camina potasyumhegzasiyanoferrattrihidrat
[KsFe(CN)es.3H20] kimyasalindan 3,60 g tartilmis ve 100 mL hacimli 6l¢ii balonuna
huni yardimiyla saf su kullanilarak aktarilmistir. Daha sonra ¢Oziindiirme islemi
gerceklestirildikten sonra saat caminda kalan kimyasal saf su ile yikanmis ve Olgii
balonu hacim ¢izgisine kadar saf su ile tamamlanmaistir.

Carrez 2 c¢ozeltisi: Bu amagla yine saat camma ¢inkosiilfatheptahidrat
(ZnS04.7H20) kimyasalindan 7,20 g tartilmis ve 100 mL hacimli 6lgii balonuna huni
yardimiyla saf su kullanilarak aktarilmistir. Coziindlirme islemi gerceklestirildikten
sonra saat caminda kalan kimyasal saf su ile yikanmig ve 6l¢ii balonu hacim ¢izgisine
kadar saf su ile tamamlanmistir.

Her iki ¢ozelti de kullanim anina kadar oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Carrez durultmasinda S1 orneginden 50 mL hacimli 6l¢ii balonuna 10 mL
alimmigtir. Alinan 6rnegin iizerine ekstrakttaki kuru madde miktarinin gram cinsinden
kiitle degerinin mililitre cinsinden 1/2°si, 1/1°1 ve 2 kat1 olacak sekilde uygulamalar
yapilmustir (6rnegin, ekstakttra ¢oziindiiriilen kuru madde 2 gr ise 2 ml Carrez | ve Il
uygulanmistir). Bu sekilde farkli miktarlarda uygulamalarin ortaya ¢ikaracagi sonuglar
da gozlenerek en uygun uygulama miktart se¢ilmistir. Uygulamada 10 mL S1 iizerine
Carrez 1 ¢ozeltisi ilave edilerek nazik¢e karistirilmistir. Belli bir siire beklendikten
sonra Carrez 2 ¢ozeltisi de ilave edilmis ve yine nazikg¢e karistirilmistir ve 6lgii balonu
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hacim ¢izgisine kadar tamamlanmistir. Daha sonra karisim kaba filtre kagidindan
stiziilmiistiir. Elde edilen berrak kisimdan 1 kisim alinarak 3 kisim HPLC safliktaki saf
su ile karigtirilmis ve son olarak 0,45 pm gozenek capli membran filtreden gegirilerek
viallere alinmistir. Buradan elde edilen ornekler “Ca” kodu ile kodlanarak HPLC
sistemine enjekte edilmistir.

3.2.3. Aktif komiir uygulamasi

Bu amagla hazirlanan S1 6rneklerinden 50 mL hacimli 6l¢ii balonuna 10 mL
alinmig ve literatiirde kullanilan yaygin uygulamalara gore hesaplanarak en az 0,5 ve en
fazla 20 g/L olacak sekilde ii¢ farkli konsantrasyonda aktif komiir uygulanmis, olgii
balonu hacim cizgisine kadar saf su ile tamamlanarak ve karistirilmistir. Gerekli
adsorbsiyonun gerceklesmesi icin 10 dakika beklenmistir. Daha sonra karigim kaba
filtre kagidindan gecirilmistir. Elde edilen berrak kisimdan 1 kisim alinmig 3 kisim
HPLC safliktaki saf su ile karistirilmis ve 0,45 um gézenek ¢apli membran filtreden
gecirilmistir. Elde edilen 6rnekler “A” harfi ile kodlanarak HPLC sistemine enjekte
edilmistir.

3.2.4. PVPP uygulamasi

Bu amagla hazirlanan S1 6rneklerinden 50 mL hacimli 6l¢ii balonuna 10 mL
almmis ve literatiirde kullanilan yaygin uygulamalara goére hesaplanarak en az 0,5 ve en
fazla 15 g/L olacak sekilde {i¢ farkli konsantrasyonda PVPP uygulanarak, 6l¢ii balonu
hacim ¢izgisine kadar saf su ile tamamlanip karistirilmistir. Gerekli adsorbsiyonun
gerceklesmesi i¢in 10 dakika beklenmistir. Daha sonra karisim kaba filtre kagidindan
gecirilmistir. Elde edilen berrak kisimdan 1 kisim almacak 3 kissm HPLC safliktaki saf
su ile karistirilarak 0,45 um gézenek ¢apli membran filtreden gegirilmistir. Elde edilen
ornekler “PV” seklinde kodlanarak HPLC sistemine enjekte edilmistir.

3.2.5. Perlit uygulamasi

Bu amagla da diger iki uygulamada oldugu gibi hazirlanan S1 6rneklerinden 50
mL hacimli 6l¢ii balonuna 10 mL alinmis ve literatiirde kullanilan yaygin uygulamalara
gore hesaplanarak en az 0,5 ve en fazla 15 g/L olacak sekilde ti¢ farkli konsantrasyonda
perlit uygulanmustir. Perlit uygulanan 6l¢ii balonu hacim ¢izgisine kadar saf su ile
tamamlanmis ve karigtirilmistir. Gerekli adsorbsiyonun gerceklesmesi i¢in 10 dakika
beklenmistir. Sonrasinda ise yine diger uygulamalarda oldugu gibi, karisim kaba filtre
kagidindan gegirilerek elde edilen berrak kisimdan 1 kisim almarak 3 kisim HPLC
safliktaki saf su ile karigtirilmistir. Elde edilen karisim 0,45 pm gézenek ¢apli membran
filtreden gegirilerek elde edilen 6rnekler “P” harfi ile kodlanarak HPLC sistemine
enjekte edilmistir.

Yukarida belirtilen dort uygulama bireysel olarak denenmis ve elde edilen
filtratlar HPLC sistemine enjekte edilmistir. Ancak buradan elde edilmis sonucu
desteklemek amaciyla, 6rnek hazirlama asamalar1 esnasinda numunedeki safsizliklarin
yeterince ayrilip ayrilmadiginin belirlenmesinde 6rneklerin absorbans degerlerinden de
yararlanilmigtir,. Bunun disginda her bir Ornek hazirlama ajaninin  bireysel
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uygulanmasmin yaninda her birisi i¢in belirlenen optimum dozlar kullanilarak da ne
kadar etkili bir 6rnek hazirlama prosediiriiniin hazirlanabilecegi belirlenmistir.

Baglangic D-pinitol konsantrasyonunu degistirmeden yani D-pinitol igerigini
azaltmadan en diisiik absorbansi ve en sade kromatogrami, veren uygulama en basarili
olarak kabul edilmistir. Yukarida belirtilen uygulamalarda secilen dozlar bu filtre
yardimc1 maddelerinin meyve suyu endiistrisinde yaygin olarak kullanilan
konsantrasyonlaridir.
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3.2.6. Filtre yardimc1 maddeleri ve Carrez durultmasimin bir arada uygulanmasi

Bu asamada hazirlanan S1 6rneklerine filtre yardimeilar1 ve durultma ajanlarmin
belirlenen konsantrasyonlarda bir arada uygulamalari tasarlanmistir. Bu amagla
minimum, maksimum ve ortalama konsantrasyonlart 6n denemelerle belirlenen aktif
komiir, perlit, PVPP ve Carrez uygulamalar1 S1 6rnegine farkli konsantrasyonlarin
kombinasyonu seklinde uygulanmistir.

Uygulama sekli ise diger denemelerde oldugu gibi 50 mL hacimli 61¢ii balonuna
10 mL S1 ekstrakt1 alinarak denenecek miktarlarda fitre yardimeisi ve Carrez ¢ozeltileri
eklenmis, belirli bir siire beklendikten sonra ¢6zelti kaba filtre kagidindan gegirilmistir.
Siiziilmiis olan 6rnegin berrak kismindan bir kisim alinarak iizerine 3 kistm HPLC
saflikta su eklenip 45 pum gozenek c¢apli membran filtreden gecirilerek viallere
almmustir. Kodlama yapilarak HPLC sistemine enjekte edilmistir.

3.3. Analiz Yontemleri
3.3.1. Orneklerin D-pinitol ve karbonhidrat iceriginin belirlenmesi

Baslangigta numune olarak istenen saf kakao tozunda D-pinitol varliginin
belirlenmesinde HPLC yontemi kullanilmustir (Tetik vd 2011).

Kromatografi kosullar

Cihaz (Shimadzu, LC 20A Serisi)

Dedektor ((Shimadzu, RID-10A refraktif indeks dedektor)

Dedektor hiicre sicakligi: 60°C

Hareketli faz: Milli-Q su (izokratik), 0,6 mL/dakika

Analitik ve koruyucu kolon: Nucleogel 87P (300x7,8 mm ID, 20x4,0 mm ID)
(Transgenomic, Omaha, NE, USA)

Enjeksiyon hacmi: 20 pL

Kolon firmi sicakhigi: 85°C

Burada kullanilmis olan kromatografik yontem ile ayni eliisyonda serbest
sekerler de ayrilabildiginden bu analiz ile Orneklerdeki serbest seker icerikleri de
belirlenmistir. Ancak projenin temel amaci piirlizsiiz kromatogramlar elde etmek
oldugundan konsantrasyon belirlenmesine gitmeye gerek duyulmamistir. Bunun yerine
kiyaslamalar alanlar iizerinden gergeklestirilmistir.

3.3.2. Orneklerin absorbans degerlerinin belirlenmesi

Bu amagla her agamada hazirlanan 6rneklerde karotenoid testlerinde uygulandigi
gibi spektrofotometrede 440 nm’de absorbans okumalar1 gergeklestirilmis ve
orneklerdeki renk maddelerinin uzaklastirilip uzaklastirilamadigi absorbans degerleri
kiyaslanarak belirlenebilmistir.

Tiim bu yontemler kullanilarak en uygun ve en iyi sonucu veren 6rnek hazirlama
yontemi belirlenmeye calisilmistir. Optimum saflastirma yontemi belirlendikten sonra
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saf kakao tozu ile ke¢iboynuzu tozu farkl oranlarda (% 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 oranlarinda) karistirilmis ve elde edilen son iiriiniin D-pinitol igerigi belirlenmistir.
Daha sonra ise kegiboynuzu tozu ilave yiizdesi ile alinan D-pinitol alanlar1 bir grafige
yerlestirilmis ve bir dogru elde edilmistir. Elde edilen dogru ve denklem kullanilarak
kakao tozuna yaklasik hangi oranda kegiboynuzu tozunun ilave edilmis olabilecegi
rakamsal olarak ifade edilmistir. Piyasadaki her ke¢iboynuzu tozu ayni oranda D-pinitol
icermeyeceginden bu hesaplama ile tagsisin hangi oranda yapildiginin yaklasik olarak
tespit edilebilmesi miimkiin kilinmistir. Daha sonra piyasadan alinan kakaolarda bu
analiz gergeklestirilerek 6rneklerdeki tagsis durumu degerlendirilmistir.

3.3.3. Azotlu organik bilesen miktar1 analizi

Bu analiz ticari Orneklere uygulanmistir. Bunun sebebi ise kakao tozuna
keciboynuzu tozu yani sira soya fasulyesi ununun da ilave edilebilme olasiligidir.
Ulkemizde soya ununun da pahali olmas1 nedeniyle bu tagsisin goriilme oraninin bir
hayli az oldugu diisiiniilse de kii¢iik bir ihtimal de olsa ticari 6rnekleri soya fasulyesi
unu tagsisi yoniinden de analiz etmesi gerektigi diistiniilmiistiir. Bu amagla Altug and
Gonul (1988), tarafindan tanimlanan tagsis belirleme yonteminden faydalanilmistir.
Ilgili galismada, kakao tozuna olas1 bir soya unu tagsisini 6rneklerin azotlu organik
bilesen miktari igerikleri {izerinden belirlenebilecegi belirtilmistir. Calismamizda ayrica
isaretleyici olarak kullandigimiz D-pinitol’in bir diger kaynaginin da soya friinleri
oldugu goz oniine alindiginda, olas1 tagsis i¢in azotlu organik bilesen analizi iki farkli
tagsis maddesinden hangisinin uygulandigmmin da belirlemeye yardimci olmustur. Bu
amacla gida numunelerinde sik¢a uygulanan Kjehdahl (Cemeroglu 2010) yontemine
gore orneklerin azotlu organik bilesen icerikleri belirlenmistir.
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1. On Denemeler

Yapilan 6n denemelerde saf kakao tozunun suda ¢oziindiiriilmesi ve yaklasik
400 kat seyreltilmesi ile elde edilen 6rnek D-pinitol tespitinde kullanilan bir yontem ile
analiz edilmis ve D-pinitol’in ¢ikis zamaninda herhangi bir madde pikine
rastlanmamistir. Daha sonra % 20 kegiboynuzu tozu igeren karigim yine ayni yontemle
hazirlanmis ve analiz edilmis, elde edilen kromatogramda D-pinitol piki goriilmiistiir
(Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).
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Sekil 4. 1. Kakao tozu ve kakao tozu + Ke¢iboynuzu tozu kromatogramlarin
karsilastirilmasi
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Sekil 4. 2. Kakao tozu, kakao tozu + Kegiboynuzu tozu ve saf D-pinitol’e ait
kromatogramlarin karsilastiriimasi
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Kromatogramlarda 12,5. - 13. dakika arasinda D-pinitol piki ¢ikmaktadir.
Goriildiigii gibi siyah renkle belirtilen kakao tozuna ait kromatogramda ayni1 dakikada
herhangi bir pik goriilmemistir. Kirmiz1 renkle belirtilen ve % 20 keg¢iboynuzu tozu ile
tagsis edilmis kakao tozuna ait kromatogramda ise D-pinitoliin yani sira ¢ok fazla
sayida madde c¢iktig1 gozlemlenmistir. Yapilan calismalarda tespit edilen, yaklasik
olarak 10. dakikada ¢ikan maddenin sakaroz, 12. dakikada ¢ikan maddenin glukoz (D-
pinitolden hemen oOnce) ve 16. dakikada c¢ikan maddenin ise fruktoz oldugu
bilinmektedir. Elde edilen kromatogramlara gore bu sekerlerden sadece sakaroz hem
kakao tozu da hem de kec¢iboynuzunda bulunmaktadir. Kirmizi renkli kromatogram
incelendiginde ise 11. dakikaya kadar ¢ikan maddeler kolonu asir1 yormakta ve boylece
kolonun kullanim 6mrii azalmaktadir.

On denemeler sonucunda elde edilen kromatogramlar ¢alismanin ikinci bir ¢ikis
noktasimi olusturmustur. Denemelerde 400 kat seyreltme oraninda dahi elde edilen
seyreltik ¢ozeltinin halen kahverengi rengini korudugu goriilmiistiir. Bu kahverengi
renge sebep olan cesitli renk maddelerinin ve hatta girisime sebep olabilecek olasi
cesitli yag ve azotlu organik bilesenlerin analiz 6ncesinde D-pinitol igeriginin
etkilenmeyecegi bir yontem ile bertaraf edilmesi gerekliligi on plana ¢ikmistir. Bu
gereklilik yerine getirildiginde elde edilecek kromatogramin daha net ve kusursuz
olacag1 ve analizde kullanilan analitik kolonun kullanim 6mriiniin de daha uzun olacag:
disiiniilmiistiir. Bu asamada gida maddelerinin analiz edilmelerinde 6zellikle yag ve
azotlu organik bilesenlerin uzaklastirilmasinda kullanilan Carrez durultmasmin
uygulanmas1 planlanmistir. Bunun yaninda gida 6rneklerinin analize hazirlanmalarinda
renk maddelerinin uzaklastiriimasinda kullanilan aktif karbon, fenoliklerin filtrasyonu
amaciyla kullanilan PVPP ve fiziksel safsizliklar1 yapisi ile absorbe eden perlit
uygulamalar1 da D-pinitol igerigini etkilemeyecek ancak diger maddeleri ortamdan
uzaklastirabilecek filtrasyon yardimcisi olarak uygulanmasi diistiniilmiistiir.

4.2. Metot Gelistirme

Bu asamada farkli filtrasyon yardimci maddeleri ve Carrez durultmasi
uygulamalarmin S1 6rnegi tizerindeki etkileri gdozlenmistir.

4.2.1. Kontrol grubu olan S1 érneginden elde edilen kromatogram

Denemede materyal ve metot kisminda belirtildigi gibi % 20 oraninda
kegiboynuzu ile katkilanmis kakao tozu kullanilmistir. Yine saf kakao ve saf
kegiboynuzu tozunda oldugu gibi herhangi bir durultma veya filtrasyon uygulamasi
kullanilmadan Sekil 4.3°te gosterilen kromatogram elde edilmistir.
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Sekil 4. 3. S1 6rneginden kromatografik analiz sonucunda elde edilen kromatogram

4.2.2. S1 o6rnegine minimum, ortalama ve maksimum konsantrasyonlarda Carrez
durultmasi uygulanmasi ile elde edilen sonuclar

S1 6rnegine 0,025 mL, 0,5 mL ve 1 mL Carrez I ve Carrez Il uygulanmis
(minimum, ortalama ve maksimum konsantrasyon) ve Sekil 4.4’te gosterilen
kromatogram elde edilmistir.

uVv

20007 ,

] (Carrez | ve ll
1500 *0,025 mL/6rnek
10007

*1 mL/é')rnek}

Sekil 4. 4. S1 6rnegine farkli konsantrasyonlarda uygulanan Carrez durultmasi ile
elde edilen kromatogramlar

Sekil 4.4’teki kromatogramlardan da goriilecegi gibi artan Carrez
konsantrasyonlar1 ozellikle eliisyonun 9. dakikasmna kadar kromatogramda goriilen
safsizliklarin gelmesine neden olmaktadir. Ayrica artan konsantrasyonda Carrez
uygulamasinin diger safsizliklar1 uzaklastirmada etkisiz kaldigi goriilmektedir. Bu
nedenle en uygun kromatogramin Carrez uygulamasinin minimum miktarda
uygulandig1 durumda elde edildigi belirlenmistir.
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4.2.3. S1 o6rnegine minimum, ortalama ve maksimum konsantrasyonlarda aktif
komiir uygulanmasi ile elde edilen sonuclar

S1 ornegine farkli konsantrasyonlarda aktif komiir uygulanmis ve sirasiyla
minimum (0,5 g/L), ortalama (10 g/L) ve maksimum (20 g/L) konsantrasyonlarda elde
edilen kromatogramlar Sekil 4.5’te gosterilmistir.

2000+
Aktif Kdmir
1500 (\ *0,5 g/L
10001
5007
N

Sekil 4. 5. S1 6rnegine farkli konsantrasyonda aktif komiir uygulanmasi ile elde
edilen kromatogramlar

Artan aktif komiir uygulamasi ile 6rnekteki sakaroz igerigi azalirken Carrez
durultmasinda oldugu gibi 9. saniyeden sonra farkli safsizliklarin ortaya ¢ikmasima
sebep olmaktadir. Ayrica deneme sonuglarinda hilenin belirlenebilmesi i¢in 6rnegin
seker kompozisyonunun gozlenmesi  gerekmektedir.  Artan  aktif kOmiir
konsantrasyonunun sakarozu ortamdan uzaklastirmadaki etkisi, ¢alisma agisindan
istenmeyen bir durumdur. Bu nedenle aktif komiir uygulamalar1 i¢inde de en uygun
sonu¢ minimum konsantrasyonda (0,5 g/L) uygulanmasidir.

4.2.4. S1 6rnegine minimum, ortalama ve maksimum Kkonsantrasyonlarda PVPP
uygulanmasi ile elde edilen sonuc¢lar

S1 ornegine farkli konsantrasyonlarda PVPP uygulanmig minimum (0,5 g/L),

ortalama (10 g¢/L) ve maksimum (40 g¢/L) konsantrasyonlarda elde edilen
kromatogramlar Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4. 6. S1 6rnegine farkli konsantrasyonda PVPP uygulanmasi ile elde edilen
kromatogramlar

PVPP uygulamasinda konsantrasyon arttirildiginda 6rneklerin sakaroz ve glukoz
iceriklerinde azalmalar gozlemlenmektedir. Denemelerde amag¢ ozellikle seker grubu
bilesenlerden farkli olarak HPLC kolonumuzu yorabilecek ve kromatogrami bazal
eksenden uzaklastirabilecek diger safsizliklarin uzaklastirilmasidir. Bu baglamda en
uygun sonucun minimum konsatrasyonda (0,5 g/L) elde edildigi goriilmektedir.

4.2.5. S1 o6rnegine minimum, ortalama ve maksimum konsantrasyonlarda perlit
uygulanmasi ile elde edilen sonuclar

S1 ornegine farkli konsantrasyonlarda (0,5-40 g/L) konsantrasyonlarda perlit
uygulanmis ve sirastyla minimum (0,5 g/L) , ortalama (10 g/L) ve maksimum (40 g/L)
konsantrasyonlarda elde edilen kromatogramlar Sekil 4.7’de gosterilmistir.

uVv
1500

Perlit

*0,5g/L

Sekil 4. 7. S1 drnegine farkli konsantrasyonda perlit uygulanmasi ile elde edilen
kromatogramlar

Kromatogramlar incelendiginde perlit uygulamalarmin S1 6rnegi tizerinde farkli
konsantrasyonlarda uygulandiginda dahi kayda deger bir etki gdsteremedigi ortaya
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¢ikmustir. Ug farkli konsantrasyondaki uygulamada da neredeyse birbirinin aynis1 olan
kromatogramlar seklinde sonuclar alimmustir. Perlit uygulamasinin konsantrasyon degeri
dikkate alinmaksizin filtrasyonlarda etkisiz kaldig1 goriilmiistiir.

4.2.6. S1 ornegine farkh filtrasyon ve durultma yontemleri uygulanmasi
sonucunda elde edilen 6rneklerin absorbans degerleri

S1’¢ yapilan filtrasyon ve durultma uygulamalari sonucunda elde edilen
orneklerde belirlenen kromatogramlarin yani sira sivi 6rneklerde 440 nm’de absorbans
degerleri de belirlenmistir. Cizelge 4.1.°de kakao tozu, ke¢iboynuzu tozu ve S1
orneklerinin herhangi bir filtrasyon uygulamasi tatbik edilmeden ¢ozeltilerin 400 kat
seyreltilmesi okunan degerler Cizelge 4.2.’de ise S1 Ornegine yapilan filtrasyon ve
durultma uygulamalar1 ile HPLC’ye verilen 6rneklerin 440 nm’de absorbans degerleri
verilmistir.

Sonuglardan da goriilecegi gibi kakao daha yiiksek bir absorbans degeri verirken
keciboynuzu tozu ise daha diisiik bir absorbans degeri vermektedir.

Cizelge 4.1. Ornek ¢ozeltilerinin 400 kat seyreltildikten sonraki absorbans degerleri

Kakao Tozu Kec¢iboynuzu Tozu S1

440 nm’de absorbans 0,299 0,039 0,180

Cizelge 4.2. S1’e yapilan uygulamalar ile elde edilen 6rneklerin absorbans degerleri

Minimum Ortalama Maksimum
konsantrasyon konsantrasyon konsantrasyon
Carrez 0,198 0,164 0,114
Aktif komiir 0,181 0,156 0,095
PVPP 0,161 0,108 0,072
Perlit 0,197 0,186 0,173

Farkli filtrasyon yardimc1 maddeleri ve Carrez durultmasmmm farkli
konsantrasyonlarda uygulandiginda ortaya ¢ikardigi kromatogramlar ve hazirlanan
orneklerde belirlenen absorbans degerleri birlikte degerlendirildiginde Carrez, aktif
komiir, PVPP uygulamalarmin etkili oldugu ancak perlit uygulamasinin etkisiz kaldig1
gorilmiistiir.

4.3. Farkh Filtrasyon ve Durultma Uygulamalarimn Kombinasyonlan ile Elde
Edilen Bulgular

S1 ornegine farkli konsantrasyonlarda (0,5-40 g/L) konsantrasyonlarda aktif

komiir, PVPP, perlit ile filtrasyon ve Carrez durultmasi kombine sekilde, fakl
konsantrasyonlarda uygulanmistir.
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4.3.1. S1 ornegine sabit konsantrasyonda Carrez ve Aktif komiir, artan
konsantrasyonlarda PVPP uygulanmasi ile elde edilen bulgular

uVv

2000-.

] BB osen
15—00-.

] *40 g/L)
1000: )

Sekil 4. 8. S1 6rnegine minimum konsantrasyonda Carrez (0,025 mL/6rnek), aktif
komiir (0,5 g/L) ve artan konsantrasyonlarda (0,5 g/L, 10 g/L, 40 g/L)
PVPP uygulanmasi ile elde edilen kromatogram

Carrez ve aktif komiir uygulamalarmin minimum konsantrasyonlarda sabit
tutulup, PVPP uygulamasinin kademeli olarak arttirildig: ii¢ farkli deneme sonucunda
artan PVPP konsantrasyonunun ortamdaki sakarozu uzaklastirmada etkili oldugu
gbzlemlenmistir. Denemelerde amag, ornegi seker grubu disindaki bilesenlerden
armdirarak kolona girigsim yapan madde ¢esitliligini azaltmak ve kromatografi kolonunu
daha az yoracak hale getirmektir. Boylece seker analizlerimizde bazal eksen iizerinde
sadece seker kompoziyonunun tayin edilebildigi daha sade bir kromatogram elde
edilmesi miimkiin olacak, seker analizi yapilan ve maliyetli bir gere¢ olan kromatografi
kolonun daha fazla analizde kullanilabilmesi saglanacaktir.

Diger filtrasyon ve durultma ajanlar1 sabit tutularak PVPP konsantrasyonun
artis;, ortamdaki seker disindaki safsizliklari uzaklastirmada etkin bir sonu¢ ortaya
cikaramamis, ayrica seker disindaki bilesenleri gosteren piklerin alanlar1 her
konsantrasyon artisinda bir onceki denemeye gore artmistir. Tiim bu etmenler goz
oniinde bulunduruldugunda filtrasyon amaci ile uygulanan PVPP konsantrasyonunun
artis1 kromatografi icin olumsuz sonuc gdstermistir (Sekil 4.8). Orneklerin absorbans
degerleri Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Sabit Carrez ve Aktif komiir konsantrasyonlarinda artan PVPP
konsantrasyonu ile elde edilen 6rneklerin 440 nm’de absorbans degerleri

Uygulanan PVPP

konsantrasyonu 059/l 10 g/L 40 g/L

440 nm’de absorbans 0,227 0,224 0,159
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43.2. S1 ornegine sabit konsantrasyonda Carrez ve PVPP, artan
konsantrasyonlarda Aktif komiir uygulanmasi ile elde edilen bulgular

17504

15004 f IAktif Komiir
] |

1250 *0,5 g/L

1000

o] *20 g/L)

Sekil 4. 9. S1 ornegine minimum konsantrasyonda Carrez (0,025 g/6rnek), PVPP
(0,5 g/L) ve artan konsantrasyonlarda (0,5 g/L, 10 g/L, 20 g/L) aktif
komiir uygulanmasi ile elde edilen kromatogram

Carrez ve PVPP uygulamalarmin sabit konsantrasyonda tutulup, aktif komiiriin
artan konsantrasyonlarda uygulanmalarinda 10 g/L konsantrasyonda olan uygulamanin
daha alt1 ve iizerindeki konsantrasyonlarda ortamdaki seker miktarinda bir miktar
azalma gorilmiistiir. Bu da aktif komiiriin artan konsantrasyonlarda uygulamalarinda
diger durultma ve filtrasyon ajanlar1 ile etkilesime girerek calismamiz agisindan
olumsuz bir etki ortaya c¢ikardigmi gostermektedir. Ayrica artan konsantrasyonlarda
uygulandiginda mevcut durumda olamayan bilesenler ortaya ¢ikmaktadir. Uygulanan
filtrasyon ve durultma uygulamarinda amag, seker grubu bilesenlerin analizinin
yapildig1 kromatografi kolonuna seker ve seker alkoller disindaki bilesenlerin
girisimlerini onlemek, kolona enjekte etmeden Once ortamdan uzaklastirabilmektir.
Boylece bazal eksene daha yakin, sade ve kolay yorumlanabilir sonuclar elde etmek
miimkiin olacaktir. Artan aktif komiir konsantrasyonu ¢alismamiz amaglarina uygun bir
sonug ortaya ¢ikaramamustir (Sekil 4.9). Orneklerin absorbans degerleri Cizelge 4.4.’de
verilmistir.

Cizelge 4.4. Sabit Carrez ve PVPP konsantrasyonlarinda artan Aktif komiir
konsantrasyonu ile elde edilen 6rneklerin 440 nm’de absorbans degerleri

Uygulanan Aktif komiir

konsantrasyonu 059/l 10 9/L 20 g/L

440 nm’de absorbans 0,227 0,261 0,240
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4.3.3. S1 ornegine sabit konsantrasyonda Aktif komiir ve PVPP, artan
konsantrasyonlarda Carrez uygulanmasi ile elde edilen bulgular

uV
1750

1500 Carrez  *0,025 mL/6rnek

*1 mL/é')rnek}

Sekil 4. 3. S1 oOrnegine minimum konsantrasyonda aktif komir (0,5 g/L), PVPP
(0,5 g/L) ve artan konsantrasyonlarda Carrez (0,025 mL/6rnek, 0,05
mL/6rnek, 1 mL/6rnek) uygulanmasi ile elde edilen kromatogram

Aktif komiir ve PVPP uygulamalarinin konsantrasyonu sabit tutulup Carrez
uygulamasinin konsantrasyonunun kademeli olarak arttirildigi durumlarda da Carrez
cOzeltileri ortamdan sakkarozun uzaklastirilmasinda etkili olmussa da artan
konsantrasyonlarda hem etkisi azalmis hem de kromatogramda farkli girisimler
gozlenmigtir. Uygulama konsantrasyonu tekrar arttirildiginda ise sakkarozu
uzaklastirmadaki etkisi azalmistir. Bununla beraber yine 0,05 mL/6rnek
konsantrasyonunda uygulamada, 5,5. saniyeden 9. saniyeye kadar olan zamanda
kolonda girisime sebep olan diger maddelerin miktarinda artis gézlenmistir. Bu sebeple
Carrez ¢ozeltilerinin de, diger filtrasyon yardimcilari ile etkilesime girdigi ortaya
cikmaktadir. Artan Carrez konsantrasyonun diger ¢ozeltilerle etkilesime girmesi ve
etkilesim sonucu ortaya c¢ikardigi kromatogram, bu durumun olumsuz etkisini
gostermektedir.1 mL/6rnek Carrez kullanilmasi, 0,025 mL/6rnek kullanildigr duruma
gore hem ortamdan sekerler grubu bilesenleri uzaklagtirmakta hem de kolonda
istenmeyen maddelerin girisimine sebep olmaktadir (Sekil 4.10). Orneklerin absorbans
degerleri Cizelge 4.5.’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Sabit Aktif komiir ve PVPP konsantrasyonlarinda artan Carrez
konsantrasyonu ile elde edilen 6rneklerin 440 nm’de absorbans degerleri

UygElanan Aktif komiir 0,5 g/L 10 g/L 20 g/L
onsantrasyonu
440 nm’de absorbans 0,227 0,449 0,359
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*1.0,025 mL/6rnek Carrez, 0,5 g/L aktif kémiir ve PVPP

*3.1 mL/6rnek Carez, 20 g/L aktif kémiir ve 40 g/L PVPP |

Sekil 4. 4. S1 6rnegine artan konsantrasyonda aktif komiir, PVPP ve Carrez
uygulanmasi ile elde edilen kromatogram

S1 oOrnegine uygulanan filtrasyon yardimcilar1 ve durultma ajanlar1 1.
kromatogramda her biri en az olarak sabitlenen, 2. kromatogramda herbiri ortalama
olarak sabitlenen, 3. kromatogramda ise her biri maksimum olarak sabitlenen
konsantrasyonda ve bir arada uygulanmistir. Birinci, ikinci ve {i¢lincii kromatogramlar
ayni anda incelendiginde artan konsantrasyonlarda yapilan uygulamalar, ortamdaki
seker icerigini degistirmekle beraber fakli maddelerin kolona girisine ve okumaya sebep
olmustur (Sekil 4.11). Calismadaki amacimiz dikkate alindiginda ortamdaki seker
icerigi ve D-pinitol’in kolay tanimlanabilmesi i¢in girisim yapan diger maddelerin
ortamdan uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Bu nedenle her bir filtrasyon yardimcis1 ve
durultma ajaninin bir arada ve minimum konsantrasyonda (0,025 mL/6rnek Carrez, 0,5
g/L aktif komiir ve 0,5 g/L PVPP) uygulanmasi en etkin 6rnek hazirlama yontemi
olarak belirlenmistir. Calismanin devaminda farkli oranlarda tagsis yapilan Ornekler
minimum konsantrasyonda filtrasyon ve durultma uygulamalar1 ile analize
hazirlanmistir. Bu baglamda S1 6rnegine tercih edilen konsantrasyonlarda ve birarada
yapilan uygulamalar sonucunda elde edilen kromatogram Sekil 4.12.’de en sade sekli ile
gosterilmistir.
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Sekil 4. 5 S1 o6rnegine minimum konsantrasyonda aktif komiir (0,5 g/L), PVPP
(0,5 g/L) ve Carrez (0,025 mL/6rnek) uygulanmasi ile elde edilen kromatogram

4.4. Tagsis Oranini Belirleyecek Standart Denklemin Eldesi

Bu amagla saf kakao tozundan baslayarak kakao tozunu % 5, % 10, % 20, % 30,
% 40, % 50, % 60, % 70, % 80, % 90 oranlarinda kegiboynuzu ile tagsis ederek ve %
100 kegiboynuzu dahil 12 6rnek, secilen konsantrasyonlarda filtrasyon yardimcilari ve
durultma ajanlari ile analize hazirlanip HPLC sistemine enjekte edilmistir. % 100 kakao
tozu ve % 100 kegiboynuzu tozu arasindaki numunelerin vermis olduklar1 D-pinitol piki
alanlar1 Sekil 4.13’te gosterilmistir. Bu alanlar alimirken alanlarin dogrulugu i¢in
manuel integrasyon yapilarak D-pinitol pikinde dogrulamaya gidilmistir.

35000

30000

*

y=320,78x+941,51
R*=0,98

25000 -+

20000

15000

10000

5000 +—— ~ -

0 20 40 60 80 100

Sekil 4. 6.  Farkli oranlarda keg¢iboynuzu ile tagsis edilen kakao tozu 6rneklerinin
D-pinitol alanlar1

26



BULGULAR VE TARTISMA Ahmet Alp KARAMANOGLU

Sekil 4.13’te de goriildiigl gibi, karisimdaki ke¢iboynuzu tozu oraninin artmast
ile elde edilen D-pinitol alaninda da beklenen artis goriilmektedir. Oranlara gore
belirlenen D-pinitol alanlar1 grafige islenerek yukaridaki dogru elde edilmistir. Eger
herhangi bir kakao tozuna kegiboynuzu tozu ilavesi yapilmis ise bu projedeki 6rnek
hazirlama ve analiz yontemi kullanilarak belirlenecek D-pinitol alani yukaridaki
grafikte gosterilen dogrunun denkleminde y degiskeninin yerine konuldugunda
hesaplanacak olan x degeri o 6rnege yaklagik olarak yiizde kag oraninda kegiboynuzu
tozu ilavesi yapildigini gosterecektir. Bunun i¢in % 99 dogrulukta y=320,78x+941,51
seklinde bir denklem ile matematiksel model gelistirilebilir. Burada dikkat edilmesi
gereken nokta sudur ki, bu durum bu c¢alismada kullanilan kegiboynuzu tozunun D-
pinitol igerigi ile dogrudan iligkilidir. Dolayisiyla elde edilecek sonug kesin sonug degil
yaklasik bir sonugtur.

45. Piyasadan Satin Ahnan Ticari Kakao Tozu Orneklerinde, Cahsmada
Gelistirilen Yontem ile D-pinitol Belirlenmesi

Piyasada ticari olarak satilan 13 farkli kakao tozu ornegi, saf kakao tozu ve
keciboynuzu tozu analize tabi tutulmustur. Analizde Ornekler D-pinitol yOniinden
incelenmistir. Yapilan kromatografik analiz sonucunda orneklerin higbirinde D-pinitol
icerigine rastlanmamustir. D-pinitol’iin beklendigi 13. dakikada herhangi bir pik
gbzlemlenmemistir. Bir baska ifade ile piyasadan tedarik edilen kakao tozu 6rnekleri
keciboynuzu tozu ilavesi yoniinden emindir ve bu 6rneklere herhangi bir ke¢iboynuzu
tozu ilavesi yapilmadigi belirlenmistir. Yukaridaki sekilden de goriilecegi gibi % 5
kegiboynuzu tozu ilavesinde bile tagsis belirlenebilmekte, bu oran % 1 dolayinda olsa
bile kromatogramda D-pinitol piki goriilebilmektedir.

Ticari orneklerde D-pinitol bulunamamasi bu proje ile tamimlanan 6rnek
hazirlama ve analiz yonteminin gegerli olmadig1r anlamma gelmemektedir. Yalnizca
ornekleme sonucunda alinan 6rneklerde bu tagsise rastlanmamuistir.

4.6. Piyasadan Satin Alman Ticari Kakao Tozu Orneklerinin Azotlu Organik
Bilesen icerikleri

Ticari kakao tozu 6rneklerinde D-pinitol tespit edilmesi durumunda, tespit edilen
isaretleyiciye soya unun sebep olmasi ihtimaline karsi, ticari 6rneklerde azotlu organik
bilesen miktarlarinin tespit edilmesi diistinilmistir. Her ne kadar ticari kakao
orneklerinde D-pinitol belirlenmemis olsa da fikir vermesi agisindan c¢alismada
kullanilan ve safligindan emin olunan kakao tozu 6rneginde (Ornek no:1) piyasadan
satin alman diger kakao 6rneklerinde (Ornek no:2-14) ve kegiboynuzu tozunda (Ornek
no:15) azotlu organik bilesen tayini de gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.6. Piyasadan satin alman kakao tozu 6rneklerinin (Ornek no:2-14) ve
kegiboynuzu tozunun (Ornek no:15) azotlu organik bilesen igerikleri

Ornek no Azotlu organik bilesen miktar1 (%)
1 24,3
2 18,65
3 21,00
4 22,9
5 21,95
6 23,78
7 21,97
8 24,28
9 23,98
10 23,28
11 22,62
12 23,83
13 22,49
14 11,36
15 3,8

Cizelge 4.6 incelendiginde 15 numarali 6rnegin azotlu organik bilesen miktar1
digerlerinden farklidir. Bunun sebebi ise bu Ornegin sadece kegiboynuzu tozu
icermesidir.  Goriilecegi gibi kegiboynuzu tozunun azotlu organik bilesen icerigi
%3,8’dir. 1 numarali 6rnek ise bu arastirmada kullanilan ve standart kabul edilen saf
kakao ornegidir. Bu Ornegin azotlu organik bilesen miktar1 ise % 24,3’tir. 2 - 14
numarali ornekler ise piyasadan satin alinan kakao tozu ornekleridir. Bu orneklerin
azotlu organik bilesen igerikleri % 11,36 - 23,98 araligindadir. Ancak bireysel olarak
degerlendirildiginde 14 numarali 6rnek diger 12 adet ticari 6rnekten azotlu organik
bilesen yoniinden farklidir. Diger Orneklerde azotlu organik bilesen miktarlarinda
yigilma yaklasik olarak % 22 dolaylarmmda iken bu 6rnekte bu oran yaklasik olarak
bunun yarisidir. Bir bagka ifade ile 14 numaral 6rnek ticari kakao drneklerinden azotlu
organik bilesen yoniinden ayrilmaktadir. Bu 6rnege tespit edilmeyen baska bir tagsis
yapildig1 diisiiniilmektedir.
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5. SONUC

Bu caligma ile kakao tozuna kegiboynuzu tagsisinin belirlenmesi amaciyla bir
kromatografik yontemin belirlenmesi amaclanmistir. Bu amagla gida sanayinde siklikla
kullanilan Carrez ¢ozeltileri, aktif komiir, PVPP ve perlit gibi durultma ve filtrasyon
materyallerinin farkli konsantrasyonlar1 her madde i¢in ayr1 ayri denenmekle kalmamis
bu maddelerin farkli konsantrasyonlar1 diger maddelerin farkli konsantrasyonlar: ile
kombine bir sekilde denenmistir. Gergeklestirilen denemeler sonucunda en uygun 6rnek
hazirlama yontemi olarak seyreltik 6rnege 0,05 mL Carrez | ve 0,05 mL Carrez 1l
¢ozeltilerinin uygulanmasini takiben 0,5 g/L aktif kdmiir ve bunu takiben 0,5 g/L PVPP
uygulanmasi ve daha sonra sivi 6rnegin 0,45 pm membran filtreden gegirilerek HPLC
sistemine enjekte edilmesi bulunmustur. Ornek hazirlama esnasinda aktif komiiriin artan
konsantrasyonlarda kullanilmasi ile basta sakaroz olmak iizere diger sekerlerin
konsantrasyonlarinda azalmalarin da oldugu goriilmiistiir. Eger gelistirilen yontemde D-
pinitoliin yani sira sekerler kompozisyonunun da goriilmesi amaglanmis olmasaydi aktif
komiiriin artan konsantrasyonlarmin da kullanilabilecegi belirlenmistir. Bunun yaninda
ornek hazirlama denemelerinde perlitin tek basmna ve diger filtrasyon yardimei
maddeleri ile kombine kullanimimin etkili olmadig1 gézlenmistir. Hatta bazi durumlarda
farkli safsizliklar da ortaya ¢ikmustir.

Denemeler sonucunda gelistirilen analiz ve hesaplama yontemi ile kakao tozuna
keciboynuzu tozu katkilama yoluyla yapilabilecek olasi tagsisi, karigim oran1 % 5’ten
fazla ise giivenli bir sekilde belirlemenin miimkiin oldugu saptanmistir. Katkilama
oraninin % 5’ten ¢ok daha az oldugu durumlarda dahi olasi tagsisleri yiiksek bir
dogrulukla tahmin etmenin kolay oldugu da goriilmiistiir.

Calismada ticari kakao tozuna olasi yapilabilecek veya yapildigi tahmin edilen
kegiboynuzu tozu tagsisi ¢ikis noktasi olmus, bu ¢ikis noktasindan itibaren kakao tozu
iceriginde bulunmayan ancak ke¢iboynuzu tozu igeriginde bulunan D-pinitol isaretleyici
madde olarak kullanilmistir. Bu baglamda tiim calisma D-pinitol iizerinden devam
etmistir. Olas1 tagsis durumunda eger Kegiboynuzu tozu kullanildiysa c¢alisma
verilerindeki en uygun filtrasyon ve durultma konsantrasyonlar1 ve HPLC kosullar1
dikkate alinarak tek analiz ile kakao ornegi icerisindeki kakao tozu miktar1 oransal
olarak tespit edilebilecek bir denklem elde edilmistir. Ancak bu konuda dikkate
alinmasi1 gereken diger bir husus ise ¢alisma ¢iktilarmin kegiboynuzu tozundan farkli
olarak D-pinitol igerigi olan diger benzer maddeler ile yapilacak olasi tagsislerde kesin
veya dogru tagsis oranlarini vermeyecegi ihtimalidir. Bu ihtimal dogrultusunda da yine
calisma ciktilar1 kullanilarak, tagsis yapildigi tahmin edilen 6rnegin D-pinitol igerigi
bulunduktan sonra mevcut denklemde hesaplamalar1 yapilarak yakin sonuglar elde
edilebilecegi gbz ardi edilmemelidir.

D-pinitol icerigi belirlenen kakao orneklerinde, D-pinitol kaynagnin
belirlenmesi amaci ile azotlu organik bilesen tayini yapilmistir. Bunun sebebi ise
piyasada D-pinitol igeren, kakaoya renk ve tekstiirel yap1 olarak yakin, aromatik olarak
da benzer veya kakaoya gore daha az baskin olan ve kegiboynuzu tozu gibi kakaodan
ucuz ve kolay ulagilabilir bir hammadde olan soya fasulyesi unu katkilama ihtimalidir.
Soya fasulyesi unu, bilesiminde bulunan yaklasik % 50 azotlu organik bilesen ile
ke¢iboynuzu tozu ve kakao tozuna gore daha yiiksek oranda azotlu organik bilesen
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icermektedir (Niliifer 2007). Aragtirmanin amaci keciboynuzu tozu tagsisini oransal
olarak belirlemek oldugu i¢in olasi soya unu katkilama durumunu belirlemeye yonelik
farkl bir ¢caligma yapilmamistir. Calisma ile belirlenen analiz yontemi kullanilarak ticari
kakao tozu orneklerinde kegiboynuzu tagsisi olup olmadigini belirlemeye yonelik
analizler yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda ticari oOrneklerde kegiboynuzu
tagsisine rastlanmamistir ancak olas1 farkli bir tagsigin belirlenebilecegi diisiincesi ile
orneklerde azotlu organik bilesen tayini yapilmistir. Azotlu organik bilesen tayini
sonuglarina bakildiginda 13 ticari ornekten bir tanesinin diger 12 6rnekten ¢ok farkli
oldugu goriilmiistiir. Azotlu organik bilesen miktarmin beklenenin neredeyse yarisi
olmas1 sebebiyle bu 6rnekte kegiboynuzu ve soya unu tagsisi disinda farkli bir hilenin
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu konuda yapilan calismalar farkli metotlar kullanilarak uygulandigindan,
literatiirde karsilastirma yapilabilecek farkli bir arastirmaya rastlanmamistir. Bu nedenle
benzer calismalar ile karsilastirma yapilamamistir. Arastirmanin, bu 6zelligi ile de
literatiire katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Sonug olarak kakao tozu érneklerine olast keg¢iboynuzu tagsisinin oransal olarak
belirlenmesinde kullanilabilecek bir 6rnek hazirlama yontemi belirlenmistir ve bu
yontemle hazirlanan 6rneklere kromatografik analiz yapilmistir. Verilerin hesaplanarak
sonuca ulasilabilecegi bir denklem tanimlanmis; standart bir metot ile muhtemel bir
tagsisin belirlenmesi kolaylagtirilmistir.

30



KAYNAKLAR Ahmet Alp KARAMANOGLU

6. KAYNAKLAR

ALBRIGHT, F.R., SCHUMACHER, D.V. and MAJOR, R.A. 1978. Detection of Carob
in Cocoa Powder. Manuf Confect, 58(5): 37-39.

ALTUG, T. and GONUL, M. 1987. Toz kakaonun kegiboynuzu unu ile tagsisinin
saptanmasi lizerine bir ¢alisma. Gida Sanayii, 1: 37-39.

ALTUG, T. and GONUL, M. 1988. The Detection of Soybean Flour in Cocoa Powder.
J Food Quality, 10(5): 295-298.

ANONIM 1977. TS 2907 Kegiboynuzu (Harnup). TSE. Ankara.

ANONYMOUS 1987. Carob Specification. International Organization for
Standardization. International Standard. 1987; ISO 7907: 4 s.

ANONIM 2010. 5996 Sayil1 Veteriner Hizmetleri, Bitki Saghg1, Gida Ve Yem Kanunu
ANONIM 2012. Kakao ve kakao iiriinleri tebligi.
ANONIM 2015. FAO, faostat.fao.org [Son erisim tarihi 25.12.2015]

ANONIM 2016. bitkiselansiklopedi.blogspot.com.tr/2013/11/kakaovefaydalari
[Son erigim tarihi 01.02.2016]

ANONIM 2016a. https://tr.wikipedia.org/wiki/Kakao [Son erisim tarihi 03.03.2016]
ANONIM 2016b. https://tr.wikipedia.org/wiki/Perlit [Son erisim tarihi 05.04.2016]

AVALLONE, R., PLESSI, M. BARALDI, M. and MONZANI, A. 1997.
Determination of Chemical Composition of Carob (Ceratonia siliqua L.):
Protein, Fat, Carbohydrates and Tannins. J Food Comp Anal, 166-172,

AYAZ, F. A, TORUN, H., AYAZ, S, CRREIA, P. J., ALAIZ, M., SANZ, C., GRUZ,
J. and STRNAD, M. 2007. Determination of chemical composition of
Anatolian carob pod (Ceratonia siliqua L.): sugars, amino and organic acids,
minerals and phenolic compounds. Journal of Food Qualit J Food Quality, 30,
: 1040-1055.

BAREL, M., LEON, D. and VINCENT, J. C. 1985. Influence of cocoa fermentation
time on the production of pyrazines in chocolate. The Cafe Cacao, 4, 277-286.

BARRACOSA, P., OSORIOQ, J. and CRAVADOR, A. 2007. Evaluation of fruit and

seed diversity and characterization of carob (Ceratonia siliqua L.) cultivars in
Algarve Region, Scientia Horticulturae, 114: 250-257.

31


http://bitkiselansiklopedi.blogspot.com.tr/2013/11/%20kakaovekakaonunfaydaları

KAYNAKLAR Ahmet Alp KARAMANOGLU

BAUMGARTNER, S., GENNERRITZMANN, R., HAAS, J.,, AMADO, R. and
NEUKOM, H. 1986. Isolation and Identification of Cyclitols in Carob Pods
(Ceratonia Siliqua L.). J Agric Food Chem, 34(5): 827-829.

BECKETT, S. T. 2009. Industrial Chocolate Manufacture and Use, fourth edition,
Oxford, United Kingdom, 76 — 142 s.

BERBERT, P.R.F. 1979. Contribution to the knowledge of sugars components of
almond and cocoa liqueur. Rev. Theobroma. Brazil, 9, 55-61.

BERNA, A., PEREZ GAGO, M.B., GUARDIOLA, V.G., SALAZAR, D. and MULET,
A. 1997. Effect of temperature on isobutyric acid loss during roasting of carob
kibble, J Agric Food Chem, 45(10): 4084-4087.

BRACCO, U., GRAILHE, N., ROSTAGNO, W. and EGLI, R.H. 1962. Analytical
evaluation of cocoa curing in the Ivory Coast. J Agric Food Chem, 20, 713-
717.

CEMEROGLU, B. 2009. Meyve ve Sebze Isleme Teknolojisi. Gida Teknolojisi
Dernegi Yaymlari, Ankara, 3. Baski, 1. Cilt, Sayfa 481-484.

CEMEROGLU, B. 2010. Gida Analizleri. Gida T eknolojisi Dernegi Yaywmlari, Ankara,
2. Baski, Sayfa 48-49.

DOWD, M. K. and STEVENS E. D. 2002. The crystal structures of D-Pinitol and L-
quebrachitol by low-temperature X-ray diffraction. J Carbohyd Chem, 21(5):
373-383.

DOZOIS, K., PIERRE, C., JELLEFF, C. and KRANTZ, J. C. 1938. Sugar alcohols
XVII. The utilization of sorbitol, styracitol, sorbose, pinitol, primulitol and
hydroxypyruvic aldehyde by various microorganisms. J Bacteriol, 36(6): 599-
604.

DROUVEN, H., FABRY, 1., GOPEL, G. 1996. Techonology for sweets, Drouven &
Fabry GmbH, 124 p.

ERGONUL, P. G. 2011. Bitkisel yaglarin vinterizasyonunda kullanilan filtre yardimc1
maddelerin yag kaybi ve yag Kkalitesi iizerine olan etkileri. Celal bayar
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi.

GRAIG, W. J. and NGUYEN, T. T. 1984. Caffeine and theobromine levels in cocoa
and carob products, J Food Scien, 49(1): 302 — 303.

GORHAM, J., MCDONNELL, E. and JONES, R. G. W. 1984. Pinitol and other solutes
in salt-stressed Sesbania aculeata. Z Pflanzenphysiologie, 114(2):173-178.

GUOQ, C. X. and OOSTERHUIS, D. M. 1995. Pinitol occurrence in soybean plants as
affected by temperature and plant-growth regulators. J Exp Bot, 46(283):249-
253.

32



KAYNAKLAR Ahmet Alp KARAMANOGLU

KARKACIER, M., ARTIK. N. 1995. Ke¢iboynuzunun (Ceratonia siliqua L.) fiziksel
ozellikleri, kimyasal bilesimi ve ekstraksiyon kosullari, Gida, 20(3): 131 136.

KIM, J. C,, SHIN, J. Y., SHIN, D. H., KIM, S. H., PARK, S. H., PARK, R. D., PARK,
S. C, KIM, Y. B. and SHIN, Y. C. 2005. Synergistic antiinflammatory effects
of pinitol and glucosamine in rats. Phytother Res, 19(12): 1048-1051.

KORKUBILMEZ, M. 2005. Farkli Orjinli Kakao Cekirdeklerinden Elde Edilen Kakao
Likorlerinin Cikolatanin Lezzetine Olan Etkisi, Osmangazi Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisti, Yiiksek Lisans Tezi, 1-29 s.

LEHRIAN, D. W., PATTERSON G. R. 1983. Cocoa Fermentation., Human Foods,
Food Microbiology and Fermentation.

MEER, W. A. 1979. Carob as a substitute or extender for cocoa. Manufacturing
Confectioner, 59(3): 41-42.

MERCHANT, A., TAUSZ, M., ARNDT, S. K. and ADAMS, M. A. 2006. Cyclitols
and carbohydrates in leaves and roots of 13 Eucalyptus species suggest
contrasting physiological responses to water deficit. Plant Cell Environ,
29(11): 2017-2029.

MINIFIE, B. W. 1982. Chocolate, cocoa and confectionary science and techonology,
second edition, Chicago, USA, 49, 30-35.

MINIFIE, B. W. 1989. Chocolate, cocoa and confectionary science and techonology,
third edition, New York, USA, 35 - 165s.

MISNAVI, A., JINAP, S., JAMILAH, B., and NAZAMID, S. 2004. Sensory properties
of cocoa liquor as affected by polyphenol concentration and duration of
roasting. Food Qual Prefer, 15; 403-409.

MOHR, W., LANDSCHREIBER, E., and SEVERIN, T. H. 1976. On the specificity of
cocoa aroma. Fette Seifen Anstrichmittel, 2, 88-95.

MORRIS, J.R. and MAIN, G.L. 1995. Fining agents for wine. Proc.14th NM Conf.1995

NILUFER, D. 2007. Soya Uriinlerinde Fonksiyonel Bilesenlerin Karakterizasyonu ve
Soya Ekmegi Ozelliklerine Etkilerinin Incelenmesi. istanbul Teknik Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisti, Doktora Tezi.

ORTHEN, B. and POPP, M. 2000. Cyclitols as cryoprotectants for spinach and
chickpea thylakoids. Environ Exp Bot, 44(2): 125-132.

ORTHEN, B., POPP, M. and BARZ, W. 2000. Cyclitol accumulation in suspended
cells and intact plants of Cicer Arietinum L. J Plant Physiol, 156(1): 40-45.

33



KAYNAKLAR Ahmet Alp KARAMANOGLU

ROSEIRO, J. C., GIRIO, F. M. and COLLACO, A. 1991. Yield improvements in carob
sugar extraction, Process Biochem, 26: 179 — 182.

SIDINA M. M., EL HANSALI, M., WAHID, N., OUATMANE, A., BOULLI, A. and
HADDIOUI, A. 2009. Fruit and seed diversity of domesticated carob
(Ceratonia siliqua L.) in Morocco, Scientia Horticulturae, 123(1): 110-116.

STREETER, J. G. 2001. Simple partial purification of D-pinitol from soybean leaves.
Crop Scien, 41(6): 1985-1987.

TUNALIOGLU, R. ve OZKAYA, M. T. 2003. Kegiboynuzu, Tarimsal Ekonomi
Arastirma Enstitiisii, T.E.A.E-Bakis, 5(3): 1- 4.

TETIK, N., TURHAN, I., OZIYCI, H. R. And KARHAN, M. 2011. Determination of
D-pinitol in carob syrup. Int J Food Sci Nutr, 62(6): 572-576.

YALIM, S. K. 2010. Kegiboynuzu Meyvesinden Yiiksek Saflikta Seker Surubu
Uretimi, Mersin Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, 1-8 s.

YOUSIF, A. K. and ALGHZAWI, H. M. 2000. Processing and characterization of
carob powder, Food Chem, 69: 283-287.

YURDAGEL, U., TEKE, 1. 1985. Keciboynuzu Meyvesinin Kavrulmas: ile Olusan
Renk Degisimlerinin Arastirilmasi. Gida Tek, 1 (1985) 39- 42.

34



OZGECMIS

Ahmet Alp KARAMANOGLU 1989 yilinda Ordu’da
dogdu, ilk ve orta 6grenimini Ordu’da tamamladi. 2007
yilinda basladigi Akdeniz Universitesi Gida Miihendisligi
Boliimii’'nden 2012 yilinda mezun oldu. Aymi yil Akdeniz
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida Miihendisligi
Anabilim Dali’nda yiiksek lisans egitimine bagladi. Yiiksek
lisans egitimine devam ederken bir yandan da gida alaninda
cesitli yatirim projelerinde proje sorumlusu olarak gorev aldi.

® Halihazirda Ordu ilinde gida ve yem alaninda tiretim ve

toptan satig alanlarinda faaliyet gosteren bir gida firmasinda

, yOnetici olarak calismaktadir.



