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OZET
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Agustos 2016, 105 Sayfa

Bu calismada stevia bitkisinin yapraklarindan steviol glikozidlerin ekstraksiyonu
icin ekonomik ve hizli bir yontem olan dekantdr ekstraksiyonunun uygunlugunun
saptanmast  amaclanmistir. Yontemde ekstraksiyon c¢ozgeni olarak patentli
yontemlerdeki organik ¢oziiciiler yerine su kullanilmasi gevreci bir yaklagimin yaninda
prosesin ekonomik olmasini saglamistir. Elde edilen sulu ekstrakttan steviosidlerin
zenginlestirme ve saflastirma c¢aligmalarinda bilinen fiziksel metotlar disinda farkli
ayirma sinirindaki  membranlardan  yararlanilmistir.  Steviol glikozidler stevia
yapraklarindan yaygin olarak kesikli ekstraksiyon sistemlerinde etanol ile ekstrakte
edilmektedir. Bu calismada ise diinyada ilk defa steviol glikozidlerin ekstraksiyonunda
¢Ozgen olarak su kullanilan dekantor ekstraksiyonu denenmistir.

Calismanin ilk asamasinda dekantor ekstraksiyonu sicaklik, siire, bitki/su orani
ve dekantor devir hizi parametreleri kullanilarak Cevap Yiizey Metodu ile optimize
edilmistir. Optimizasyon calismalar1 sonunda en uygun kombinasyon 25 °C sicaklik,
1/27.6 bitki/su orani, 105 dakika ekstraksiyon siiresi ve 5280 devir/dak dekantor devir
hizi olarak belirlenmistir. Bir sonraki asamada ise enzim ve adsorber uygulanan
orneklerin ultrafiltrasyonu 50, 30, 10 ve 5 kDa olmak tizere 4 farkli ayirma sinirina
sahip filtre kullanilarak gergeklestirilmistir.

Aragtirma sonuglart PVPP uygulamasinin ekstraktin steviosid ve rebaudiosid A
acisindan saflik diizeyini arttirdigin1 gostermistir. Ultrafiltrasyon isleminin hedef steviol
glikozidlerin miktar1 {izerine etkisi istatistiksel olarak énemli bulunmustur. Steviosid ve
rebaudiosid A’nin saflik oranlarinin en yiiksek oldugu ekstrakt, lakkaz ve % 2 dozajinda
PVPP uygulandiktan sonra 30 kDa ayirma sinirina sahip filtre ile ultrafiltrasyon sonrasi
elde edilmistir. Bu 6rnegin steviosid ve rebaudiosid A agisindan saflik oranlari sirasiyla
% 26.39 ve % 19.80 olarak belirlenmistir. Bu 6rnegin toplam fenolik madde miktar
187.51 mg GAE/L, antioksidan kapasitesi ise 117.42 TE/L olarak belirlenmistir. Lakkaz
ve PVPP uygulanan tim orneklerin toplam fenolik madde ve buna bagl olarak
antioksidan kapasite miktarlarinda kontrole gore onemli seviyede azalma meydana
gelmigtir. UF islemi gerceklestirilen drneklerde transmittans degerleri 5 kDa’a kadar
ayirma st kiigiildikge artmistir. Ekstraktlarin renginde agiklik-koyuluk diizeyini
ifade eden L degeri ultrafiltrasyon sonrasi artis gostermistir. Lakkaz uygulanan
orneklerde kirmizilig1 ifade eden a degeri daha yiliksek olurken, PVPP uygulanan
orneklerde sarilig1 gosteren b degeri daha yiiksek olmustur.
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ABSTRACT

OBTAINMENT OF SWEET COMPOUNDS FROM STEVIA (Stevia rebaudiana)
PLANT BY DECANTER EXTRACTION METHOD

Ash ARSLAN KULCAN

PhD. in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa KARHAN
August 2016, 105 Pages

The aim of this research is to determine the availability of decanter extraction
that can be a fast and affordable method for isolation steviol glycosides from stevia
leaves. Usage of water as the extraction solvent in this study instead of organic solvents
used in patented methods, has enabled the process to be economical in addition to be an
environmentalist approach. In order to enrich steviosides from aqueous extracts,
ultrafiltration membrane filters different in cut-off size were used except from
conventional physical separation techniques. Steviol glycosides are extracted from
stevia leaves by using batch system with ethanol as solvent, generally. In this research
decanter extraction system with water as solvent in the extraction of steviol glycosides
was experienced first time.

In the first stage of the study, Response Surface Methodology was used to
optimize decanter extraction parameters such as temperature, time, plant/water ratio and
decanter speed. The optimal combination that was determined as a result of
optimization studies was 25 °C temperature, 1/27.6 plant/water ratio, 105 minutes
extraction time and 5280 rpm decanter speed. In the next stage, ultrafiltration of enzyme
and adsorbent applied examples were performed by using filters having 4 different
membrane cut-off rates as 50, 30, 10 and 5 kDa.

The results from this study showed that PVPP application enhanced the purity
level of extract in terms of stevioside and rebaudioside A. Effect of ultrafiltration on
concentration of target steviol glycosides was found significant, statistically. Sample,
which was highest in purity of stevioside and rebaudioside A, was obtained by
ultrafiltration with membrane having 30 kDa cut-off rate after laccase and 2 % PVPP
treatments. Purity levels of this sample in terms of stevioside and rebaudioside A were
determined as 26.39 % and 19.80 %, respectively. Total phenolic compounds content
and total antioxidant capacity of this sample were determined as 187.51 mg GAE/L and
117.42 TE/L. A significant reduction has occurred in amount of total phenolic
compounds and antioxidant capacity of samples that were treated with laccase and
PVPP compared to control. Transmittance values of samples were enhanced with
decreasing cut-off rate up to 5 kDa by ultrafiltration process. L value, expressing
lightness-darkness level of extract colour, showed increament after the ultrafiltration. a
value representing redness was higher in laccase applied samples, while b value
indicating yellowness was higher in PVPP applied samples.

KEY WORDS: Decanter, Rebaudioside A, Stevia, Stevioside, Ultrafiltration
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ONSOZ

Endiistride tibbi ve aromatik bitkilere ilgi giderek artmaktadir. Sekerotu olarak
da bilinen Stevia bitkisi dogal tatlandirict 6zelligi dolayisiyla ticari anlamda oldukca
degerli bir {riindiir. Tiketicilerin saglikli yasam beklentilerinin artmasiyla dogal
tiriinlere ragbet etmeleri kaginilmazdir. Bununla birlikte Diinya’da dogal tatlandirici
kategorisi ciddi 6l¢iide biiylime gostermistir. Stevia tirtinleri de bu kategoride toz, tablet
ve sivi formlarda piyasaya sunulmaktadir. Kisisel kullanimin yani sira endiistriyel
olarak da i¢ecek ve gida firmalarinin ilgi alanlar1 i¢erisinde yer almaktadir. Son yillarda
tiretici tilkelerde bu tiir iirtinlerin ihracati oldukga yiiksek bir hizla artis gostermektedir.

Bu c¢alisma kapsaminda iilkemizde {iiretimi son yillarda iiretimi denenmeye
baslayan stevia bitkisinden tath bilesiklerin elde edilmesinde ekonomik ve ¢evreci yeni
bir isleme modelinin ortaya konmasi ve elde edilen verilerin optimize edilerek
endiistriyel {iiretime aktarilmasi hedeflenmistir. Bu amagla gerceklestirilen isleme
teknolojisi, baglica stevia ekstrasiyonunda daha oOnce uygulanmamis dekantor
ekstraksiyonu teknigi ve ultrafiltrasyon prosesini kapsamaktadir. Dekantor
ekstraksiyonunda sicaklik, stire, bitki/su orani ve devir hizi gibi degiskenlerden
yararlanilarak uygun parametreler saptanmistir. Elde edilen sulu ekstraktta ise meyve-
sebze suyu berraklastirmada uygulanan fiziksel metodlar uygulanmis ve sonrasinda tath
bilesiklerin zenginlestirilmesi icin uygun ayirma sinirindaki ultrafiltrasyon sistemi
belirlenmistir. Bu c¢alismadan elde edilen sonuglarin ayni konuda arastirma yapacak
diger arastiricilara 11k tutacagi ve iilkemizde bu bitkiyi isleyecek olan tatlandirici
sektorliniin gelismesine katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Bana bu konuda calisma firsati veren ve arastirmanin gergeklesmesi sirasinda
beni yonlendiren, her tiirli imkan1 saglayarak benden destegini hicbir zaman
esirgemeyen danisman hocam Prof. Dr. Mustafa KARHAN’a, calismanin zaman
igerisinde gelisiminde katki saglayan Tez Izleme Komitesi Uyeleri Prof. Dr. Atif Can
SEYDIM ve Dog. Dr. irfan TURHAN’a, calismayr materyal ve teknik imkanlarla
destekleyen Kuzey Agripark Bitki Arastirma ve Biyolojik Miicadele San. ve Tic. Ltd.
Sti. yetkililerine ve projeyi maddi olarak destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne tesekkiirlerimi sunarim.

Bu zorlu stiregte beni hi¢ yalmiz birakmayan, her zaman destekleyen hayat
arkadasim, sevgili esim Muharrem KULCAN’a, bana tiim imkanlarini sunan bugiinlere
gelmemi saglayan ailem, basta rahmetli annem Yasemin ARSLAN’a, babam Ahmet
ARSLAN ve kardesim Asim ARSLAN’ a, dostluklariyla bana her zaman gii¢ veren
Gida Yiiksek Miihendisi Ferhan BALCI TORUN’ a, Gida Yiiksek Miihendisi Negin
AZARABADI’ ye ve Yrd. Dog. Dr. Kiibra Sultan OZDEMIR’e, son olarak da onu
hissetmeye basladigimdan beri icimdeki varligiyla kalbimi 1sitan minik kizima en igten
duygularimla tesekkiir ederim.
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GIRIS Asli ARSLAN KULCAN

1. GIRIS

Diistik enerjili veya diyabetik iiriinlerin tiretiminde yaygin olarak seker alkoller ve
yapay tatlandiricilar kullanilmaktadir. Seker alkoller dogal formda bir¢ok meyve ve
sebzenin  yapisinda  bulunmakla  birlikte  endiistriyel  olarak  sekerlerin
tiirevlendirilmesiyle elde edilmektedir. Formiilasyonunda kullanildig:1 gidada sakkaroza
cok yakin tathilik saglamakla birlikte laksatif etki gostermekte ve bu ylizden gida
iiretiminde kullanimi1 ve tliketimi sinirlandirilmaktadir. Bunun yaninda, ayni tatlilig
vermek i¢in miktar olarak diger sekerlerle hemen hemen ayni diizeyde kullanilmasi
gerekmektedir. Yapay tatlandiricilar sekerlere ve seker alkollere gore yiizlerce kat daha
yiiksek bagil tatliliga sahip olmalarina ragmen sentetik olmalar1 ve dolayisiyla insan
sagligimi tehdit ettigi konusunda devam eden siipheler nedeniyle sinirli miktarda
kullanilmaktadir. Bir¢ok iilkenin gida kodeksinde oldugu gibi Tirk Gida Kodeksi’nde
de bu katkilarin gida formiilasyonlarinda kullanim diizeyleri sinirlandirilmastir.
Dolayisiyla yasal olarak izin verilen miktarlar cogu kez gidanin yeterince
tatlandirilmasina yetmemekte; farkli 6zelliklerdeki bir¢ok tatlandirictyr ayni formiilde
birlikte kullanma zorunlulugu ortaya c¢ikmaktadir. Bununla beraber gidanin
hazirlanmas1 ve 1s1l islem sirasindaki yiiksek sicakliklarda yapilar1 bozulabilmekte ve
tatliliklarin1 kaybederek acimsi bir tat birakmaktadirlar.

Proje materyali olan stevia bitkisi (Stevia rebaudiana Bertoni) ise dogal olarak
tath bilesikler icermekte; bu bilesikler sakaroza gére en az 300 kat bagil tatlilik
saglamaktadir. Stevia bitkisi bu ylizden “sekerotu” olarak ta bilinmektedir. Stevia
bitkisinin icerdigi farkli fraksiyonlardaki tatli bilesiklerle ilgili devam eden bazi
aragtirmalar olmasina ragmen sagligi olumsuz etkiledigi yoniinde dnemli bir bulguya
rastlanmamistir. Ayrica bu bilesikler gidanin islenmesi sirasinda yiiksek sicakliklar
tolere edebilmekle beraber bagil tathiliklar1 ¢cok yiliksek oldugu i¢in formiilasyonlarda
diistik miktarlarda kullanilmaktadir.

Stevia bitkisinin fonksiyonel bilesiklerinin izole edilmesi ve saflastirilmasi ile
ilgili tamamlanmig ve devam eden; bazilar1 patentle sonuglanmis calismalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin 6nemli bir kismi bitkinin geleneksel yollarla ve solvent
ekstraksiyonu ile ekstrakte edildikten sonra farkli tekniklerle saflastirilmasina
dayanmaktadir.

Bitkisel kaynaklardan fonksiyonel bilesiklerin ayrilmasinda en Onemli
basamaklar ekstraksiyon ve saflastirma asamalar1 olarak bilinmekte; bu basamaklar
durultma, filtrasyon, renk ve koku giderme, konsantrasyon, dondurarak kurutma ve
puskiirtmeli kurutma gibi bilinen bir¢ok yardimer uygulama ile desteklenmektedir.
Ekstraksiyon amaciyla yaygin olarak c¢oziicii giicii yiliksek organik ¢oziciiler
kullanilmakta, etkinligin artirilmasi i¢in presleme, vurgulu elektriksel alan, basingh
solvent ekstraksiyonu ve ultrasonik uygulamalar gibi bir¢ok teknik denenmekte ve
uygulanmaktadir. Bu tekniklerin bazilar1 ekonomik olmadigr i¢in heniiz endiistriyel
iiretime aktarilmamigken temel arastirma projelerine konu olmaya devam etmektedir.
Stevia bitkisinin fonksiyonel bilesikleri olan tatli maddelerin ekstraksiyonunda da
yaygin olarak kati-sivi ekstraksiyonu modeli ve ekstraksiyon verimini artirmak igin
alkollii ¢ozeltiler kullanilmaktadir. Kesikli veya siirekli sistemde (kontinii)
uygulanabilen kati-s1v1 ekstraksiyonunun basaris1 kuskusuz difiizyon hizina bagl olarak
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degerlendirilmekte, diflizyon hizin1 artirmak i¢in mikrodalga ve vurgulu elektriksel alan
gibi tekniklerle desteklenebilmektedir. Bu yontemin dezavantajlarindan birisi kiitle
transferinin gergeklesmesi i¢in belirli bir siirenin ge¢mesinin gerekliligidir. Ayrica
karisim dengeye ulastifinda kati faz icerisindeki ¢éziinmiis maddeyi igeren ¢dzeltinin
elde edilmesi i¢in presleme gibi ilave bir yardimc1 prosesten yararlanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda ise yukarida bahsedilen dezavantajlar1 icermeyen dekantor
ekstraksiyonunun uygulanmasi ekstraksiyon agisindan yenilik¢i yonlerden birisi olarak
gorilmektedir. Dekantdr sistemi yaygin olarak kanalizasyon ¢amurlarinin
kurutulmasinda kullanilmaktadir. Bunun yaninda elma gibi bazi meyvelerin suyunun
elde edilmesinde preslemeye alternatif olarak denenmistir. Ancak meyve suyuna islenen
meyveler genel olarak % 80 ve iizerinde su igerdigi i¢in dekantor ekstraksiyonu
preslemeye kars1 giiclii bir alternatif olarak degerlendirilmemektedir. Ancak su igerigi
cok diisiik olan ve ¢Ozgen olarak sicak su kullanilan hurma ve kegiboynuzu gibi
triinlerin ekstraksiyonunda dekantor kullanilmaya baslamistir. Bunlarin  disinda,
zeytinden zeytinyagi iretiminde geleneksel presleme teknigi yerini dekantor
ekstraksiyonuna birakmaya baglamistir. Bu yontemle kirilarak hamur haline getirilen
zeytinden zeytinyagini igeren sulu kisim ve prina siirekli sistemde ¢ok kolay ve hizli bir
sekilde ayrilabilmektedir.

Paraguay ve Brezilya gibi tropik-yar1 tropik ozellikli tilkelerde yogun olarak
yetismesi nedeniyle, bitkinin yayilimi ve tiretimi de 6zellikle bu tiir iklim kusaklarindaki
alanlarda iyi neticeler vermektedir. Ulkemizde Akdeniz Bolgesi, yari tropik (sicak ve
nemli) bir iklim 6zelligine sahip oldugundan, stevia yetistiriciligi i¢in de uygun ortam
ozellikleri tasimaktadir. Uluslararasi stevia pazari ¢ok yaygin olup, bitkinin dekar basina
getirisi oldukea yiiksektir. Gelecekte de yliksek getirisi ve talebi olan tarimsal {iriinler
arasinda en On siralarda bulunacag 6ngoriilmektedir.

Ozellikle diyabet ve obeziteye karsi miicadele potansiyeli ve insan sagligini
olumsuz etkilememesi stevianin gelecekte ¢ok daha 6nemli olacagini gostermektedir.
Giliniimiizde obezite ve diyabetin Tiirkiye’de de onemli saglik sorunlarinin basinda
geldigi ve ulusal saglik giderlerinin ylikselmesinin nedenlerinden oldugu diistiniiliirse
Stevia liretimi ve pazarinin arttirtlmasi 6nemi ortaya ¢cikmaktadir.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Stevia Bitkisinin Orijini ve Botanik Ozellikleri

Stevia rebaudiana Bertoni, Asteraceae (Compositac) familyasina ait, Gliney
Amerika’nin kuzey boélgelerine (Paraguay, Brezilya) 6zgii cok yillik bir ¢alidir (Geuns
2003). S. rebaudiana, Asteraceac familyasina ait 950 tiirden biridir. Stevia cinsi
icerisinde yaklagik 230 tiir olmasina ragmen sadece S. rebaudiana tatli niteliktedir
(Soejarto vd 1982). Stevia’nin 1500 yildan daha uzun zamandir Brezilya ve
Paraguay’da yerli halk tarafindan “tatli ot” anlamima gelen “kaa he-he” olarak
adlandirildigi, tatlandirmanin yami sira mide yanmasi ve diger rahatsizliklar1 tedavi
amagl tiikketilen ¢aylarda da kullanildig1 bilinmektedir (Brandle ve Telmer 2007).

S. rebaudiana Bertoni botanik olarak 1899 yilinda Moisés Santiago Bertoni
tarafindan  smiflandirilmistir.  Baslangicta ~ Eupatorium  rebaudianum  olarak
adlandirilmis, 1905 yilinda ad1 Stevia rebaudiana Bertoni olarak degistirilmistir. Tatlilik
bilesenleri ilk olarak 1909 yilinda izole edilmis ve 1931°de ekstrakt saflastirilarak
steviosid Uretilmistir. Steviosidin kimyasal olarak diterpen glikozid yapida oldugu 1952
yilinda ortaya konmus, bir aglikona (steviol) bagl ii¢ glukoz molekiilii iceren bir
glikozid olarak tanimlanmistir. Rebaudiosid A ve diger glikozidlerin izolasyonu ise
197011 yillarda gergeklestirilmistir (Barriocanal vd 2008).

Bitkinin ana vatan1 Paraguay’un kuzeydogusunda bulunan Amambey tepeleri
olup, geleneksel olarak uzun yillardir yetistiriciligi yapilan Cin, Tayvan, Tayland, Kore,
Brezilya, Meksika, Singapur, Endonezya ve Malezya gibi iilkelere son yillarda Rusya,
Cek Cumbhuriyeti, Hindistan, Israil, Ukrayna, Ingiltere, Filipinler, Kanada, Havai,
Kaliforniya ve Giiney Amerika’nin tim bdolgeleri eklenmistir (Sivaram ve Mukundan
2003). Tiirkiye’de ise ilk defa Antalya ilinde bitkinin yetistirilmesi igin ¢aligmalara
baslanmis ve 2012 yilinda ilk hasad yapilmistir. Bitki, 2004 yilindan beri Gida, Tarim
ve Hayvancilik Bakanligi’nin pozitif bitkiler listesinde yer almaktadir.

Stevia, boyu 1 m’ye kadar uzayan, genis bir kok sistemi ve kiiciik elips seklinde
yapraklar iireten kirilgan bir gévdeye sahip ¢ok yillik bir bitkidir. Ust yiizeyi hafif tiiylii
olan yapraklar 3-4 cm uzunlugunda ve sapsizdir. Siirekli nem ve yeterli drenaj saglanan
genis bir toprak c¢esitliliginde i1yi gelisim gostermektedir. Genel olarak 9 °C’nin
altindaki sicakliklari tolere edememekte ve soguktan zarar gérmektedir. Ancak nadiren
de olsa sifira yakin sicaklik derecelerini tolere edebildigi bildirilmektedir. Hizli bir
biiytime i¢in 20-24 °C civar sicaklik gerekmektedir (Frederico vd 1996; Singh ve Rao
2005). Diger yandan bitki onemli diizeyde suya ihtiya¢ duymaktadir. Aksi takdirde
yapraklar1 hizli bir sekilde solmaya baslamakta, ancak stres kosullarinin devam
etmedigi durumda diizelmesi de yine hizli bir sekilde gerceklesmektedir. Buna baglh
olarak yetistirilebilecegi alanlar sinirlanmaktadir. Stevia nispeten fakir topraklarda
yetistirilebilmektedir. Hasat edilebilir kuru yaprak miktari bitki bagina 15-35 g arasinda
degisim gostermektedir (Mishra 2010). Bir hektar dikili alandan 60-70 kg civar
steviosid igeren 1000-1200 kg kuru yaprak elde edilebilecegi bildirilmektedir. S.
rebaudiana’nin farkli iklim gerekliliklerine bagli olarak tiim diinyada yetisen yaklagik
90 ¢esidi bulunmaktadir (Ibrahim vd 2008).
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2.2. Steviamin Kimyasal Bilesimi

Stevia yapraklar diisik yag oraminin yani sira Onemli miktarda protein
icermektedir. Esansiyel amino asit igerigi 7,7 g/100 g olarak bildirilmektedir. Potasyum
en fazla miktarda bulundurdugu mineral madde iken bunu kalsiyum takip etmektedir.
Sulu ekstraktlarinda glukoz ve fruktoz gibi monosakkaritleri ¢ok diisiik oranda
icermektedir. Lipid fraksiyonunun ise linoleik asit ve linolenik asit gibi doymamis yag
asitleri agisindan zengin oldugu belirlenmistir (Tadhani ve Subhash 2006; Abou-Arab
vd 2010). Savita vd (2004) yaptiklar1 ¢alismada stevia yapraklarini kuru agirlik bazinda
analiz etmisler ve enerji degerini 2,7 kcal/g olarak bildirmislerdir. Karbonhidrat, protein
ve ham lif agisindan iyi bir kaynak olan stevia yapraklarinin farkli arasticilar tarafindan
analiz edilmis olan besin bilesimi Cizelge 2.1’de verilmistir. Yapilan bagka bir
calismada ise stevia yaprak ve koklerinde dnemli fonksiyonel 6zelliklere sahip oldugu
bilinen fruktooligosakkaritlerin izole edildigi bildirilmektedir. Bu durum ekstraktlarin
gida takviyesi olarak kullanilabilirligini ortaya koymaktadir (De Oliveira vd 2011).

Stevia yapraklarindan elde edilen ekstrakt tatli diterpen glikozidler, flavonoidler,
alkoloidler, suda ¢6ziinebilen klorofiller ve ksantofiller, hidroksisinamik asitler (kafeik,
Klorojenik vb.) nétral suda ¢oziinebilen oligosakkaritler, serbest sekerler, amino asitler,
lipidler, esansiyel yaglar ve iz elementler igermektedir (Tadhani ve Subhash 2006).

Cizelge 2.1. Kuru stevia yapraklarmnin bilesim 6geleri (g/100 g kuru agirlik)

Kaynaklar
Goyal . .
Bilesen Mishra ve Serio Sa\:gta :; Egli; d Tadhani Ka:zhlk
(2010) ((2}8}1/;(1)1) (2010) (2004)  (2010) vd (2007) (2010)
Nem 7 47 TE 7,0 54 TE 7,7
Protein 10 11,2 11,2 9,8 11,4 20,4 12,0
Yag 3 1,9 5,6 2,5 3,7 4,3 2,7
Kil 11 6,3 TE 10,5 7,4 13,1 8,4
Karbonhidrat 52 TE 53,0 52,0 61,9 35,2 TE
Ham Ilif 18 15,2 15,0 18,5 15,5 TE TE

TE: Tespit edilemedi (Lemus-Mondaca vd 2012)

Stevia yapraklarinda bulunan tath bilesikler diterpen glikozid yapida
bilesiklerdir. Steviosid, rebaudiosidler A, B, C, D, E ve dulcosidler A, B adlariyla
bilinen 8 farkli diterpen glikozid tanimlanmistir. Bu glikozidler, gévdede ¢ok diisiik
miktarda bulunmakla birlikte koklerde tespit edilemezken neredeyse sadece yapraklarda
birikmekte ve miktar1 yaprak yas agirhiginim % 10 undan % 20’sine kadar
degisebilmektedir. S. rebaudiana’nin bilesiminde tatlilik etkeni olan sekiz adet glikozid,
steviol (13-hidroksi-ent-kaur-16-en-19-oik asit) olarak adlandirilan ortak aglikon yapiy1
icermekte, farklilk C-13 vel/veya C-19’a bagh glikozidik bilesenlerden
kaynaklanmaktadir (Kohda vd 1976) (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2).
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CHy  OoOeR1
RI1 R2
Bilesen ad1
1 steviol H H
2 steviolbioside H pB-Gle-p-Gle(2—1)
3 stevioside p-Gle B-Gle-B-Gle(2—1)
4 rebaudioside A p-Gile |3-l|3|c- B-Gle(2— 1)
B-Gle(3—1)
5 rebaudioside B H [’;-l|l'ilc— B-Gle(2—1)
B-Gle(3—1)
6 rebaudioside C B-Gle B-Gle-o-Rha(2—1)
{dulcoside B) |
B-Gle(3—1)
7 rebaudioside D B-Gle-B-Gle(2— 1) [’.--l|i'ilc- B-Gle(2—1)
B-Gle(3—1)
8 rebaudioside E B-Gle-B-Gle{2—1) B-Gle-p-Gle(2— 1)
9 rebaudioside F p-Gle B-T]Ic-ﬂ-)(y]&—rl]
B-Gle(3—1)
10 dulcoside A B-Gle p-Gle-o-Rha(2—1)

Sekil 2.1. S. rebaudiana’nin 6nemli glikozitlerinin kimyasal yapisi; Gle=Glukoz,
Rha=Ramnoz, Xyl=Ksiloz (Geuns 2003).

CH,

steviosid rebaudiosid A
804 g/mol 967 g/mol

Sekil 2.2. Steviosid ve rebaudiosid A bilesenlerinin kimyasal yapisi (Vanneste vd 2011)
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Steviol glikozidler bitkilerde biiyiime ve gelisme etmeni olarak gérev yapan ve
polisiklik bir diterpen olan gibberellik asit ile benzer bir metabolik iz yoluna sahiptir.
Bitki hiicrelerinde diterpen biyosentezi genellikle plastidlerde gergeklesmektedir.
Steviol glikozidler hiicre i¢inde depolandig1 yer olan kofula tasinmakta ve yapraklarda
birikmektedir (Brandle ve Rosa 1992; Totté vd 2000).

Steviol glikozidlerin sulu ¢ozeltilerde genis bir pH degeri ve sicaklik aralifinda
yiiksek stabilite gosterdigi bildirilmektedir (Panpatil ve Polasa 2008). Sicakligin 60
°C’de tutuldugu 2 saatin iizerindeki 1sil islem uygulamalarinda pH degeri 1-10
araliginda oldugunda steviosid degradasyonu gozlenmezken, 80 °C sicaklikta yaklasik
% 5 oraninda kayip belirlenmistir. Yiiksek asidik kosullar altinda (pH=1) 80 °C
sicaklikta 2 saat siireyle gerceklestirilen inkiibasyon ise tamaminin pargalanmasiyla
sonuclanmistir. Benzer bir calismada steviosidin, pH degeri 3-9 araliginda 1 saat
stiresince 100 °C’ye kadar sicakliga oldukca dayanikliyken, pH degeri 9’un {izerine
ciktiginda ayni kosullarda hizli bir sekilde paragalandigi bildirilmistir (Abou-Arab vd
2010).

Crammer ve Ikan (1986) steviosidin 95 °C sicaklikta stabil olmasi nedeniyle,
pismis ya da firinlanmis gidalar icin uygun bir katki maddesi oldugunu bildirmistir.
Saflagtirilmis stevia ekstraktlart 200 °C’ye kadar 1s1ya dayaniklidir. Bu dogal tatlandirici
yiiksek sicakliklarda 1 saat boyunca 120 °C’ye kadar stabilitesini korurken, 140°C
tizerinde yapis1 bozulmaya baslamakta, sicakligin 200 °C’ye yiikseltilmesi ise yapisinin
tamamen parcalanmasiyla sonu¢lanmaktadir. Bunlarin yaninda steviol glikozidlerin gida
isleme siirecinde fermente olmadigi, pisirme ve firinlama gibi proseslerde esmerlesme
ve karamelizasyon reaksiyonlarina katilmadigi bildirilmistir (Abou-Arab vd 2010).

Bitkide tatliliga neden olan glikozitlerden en fazla bulunani steviosiddir ve
sakarozdan 250-300 kat daha tatl oldugu bildirilmistir. Yapraklardaki miktari gesit ve
yetisme kosullarina bagli olarak degisim gosterse de kuru yaprak agirliginda % 5-22
arasinda bulunmaktadir (Kim ve Dubois 1991). Steviosidden sonra en fazla miktarda
bulunan tatlilik bileseni olan rebaudiosid A kuru agirlikta % 3 oraninda bulunurken
bunu % 0.5 oraninda bulunan dulcosid A izlemektedir (Brusick 2008) (Cizelge 2.2).
Yapilan arastirmalarda Stevia yapraklarindan elde edilen ekstraktin % 0.4’liik sakaroz
¢ozeltisinden 300 kat daha tatli oldugu bildirilmistir (Geuns 2003).

Cizelge 2.2. Stevia bitkisi yapraklarinda bulunan tatlilik etkeni
glikozidlerin miktari

Glikozid Miktar, % (kuru yaprak agirliginda)
(Gardanavd (Goyal ve Goyal  (Kinghorn ve
2010) 2010) Soejarto 1985)
Steviosid 5,8 9,1 5-10
Rebaudiosid A 1,8 3,8 2-4
Rebaudiosid C 1,3 0,6 1-2
Dulcosid A TE 0,3 0,4-0,7

TE: Tespit edilemedi (Lemus-Mondaca vd 2012)
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Steviol glikozidlerin tatlilik &zellikleri birbirinden farklilik gostermektedir.
Omegin stevioside gore fazladan bir glukoz iinitesi igeren rebaudiosid A hem tatlilik
hem de tat kalitesi agisindan stevioside gore daha listiin olmaktadir. Saf steviosid agizda
belirgin bir aci1 tat birakmaktadir (De Oliveira vd 2007). Yoshikawa vd (1979)
steviosidin sonradan agizda biraktigi hafif ac1 ve asidik tattan dolay1r genel kabul
edilebilirliginin rebaudiosid A’ya gore daha diisik oldugunu bildirmistir. Stevia
tirlerinin ¢ogunda genel olarak bulunan ac1 tadin seskiterpen laktonlardan
kaynaklandigi, bunlarin yanisira igerdigi ucucu aromatik ya da esansiyel yaglarin,
tanenlerin ve flavonoidlerin de stevianin arzu edilmeyen aromasinin olusumuna katkida
bulundugu rapor edilmektedir (Soejarto vd 1983).

2.3. Steviamin Kullanimu ile Tlgili Yasal Diizenlemeler ve Saghik Uzerine Etkileri

Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinin yapraklarindan elde edilen ektrakt dogal
tatlandiric1 Ozellige sahiptir. Bitki ekstraktlari, Japonya’da 1968 yilindan beri gida
sektoriinde diisiik kalorili tatlandiric1 olarak ve alternatif tipta diyabet tedavisinde
kullanilmakla birlikte artik tiim diinyada popiler hale gelmistir. Ekstraktlar;
mesrubatlar, gazli igecekler, kurutulmus deniz iiriinleri, sekerleme, dondurma, sakiz,
yogurt gibi lrlinlerin yan1 sira dis macunu, agiz gargarasi gibi iirinlerde de yaygin bir
kullanim alan1 bulmaktadir. Bunun yaninda antioksidan 6zellige sahip yapraklardan elde
edilen toz iirlinler ya da rafine edilmis ekstraktlar gida takviyesi olarak tiiketilmektedir
(Geuns 2003; Tosun 2013).

Stevia Dbitkisinin yapraklarindan ekstrakte edilen steviol glikozidler olan
steviosid ve rebaudiosid A’nin Avustralya, Arjantin, Brezilya, Cin, Hindistan, Israil,
Japonya, Yeni Zelenda, Paraguay, Rusya, Giiney Kore ve diger bir¢ok iilkede kullanimi
onaylanmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde rebaudiosid A ve saflastirilmis steviol
glikozidler sirasiyla 2008 ve 2009 yillarinda GRAS (genel olarak giivenilir kabul
edilen) statiisiine alinmistir ve gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Gida ve
Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) bagli Gida Katki Maddeleri
Ortak Uzmanlar Komitesi (JECFA), steviol glikozidler igin saflik diizeyinin en az % 95
olarak belirlendigi diizenlemeler getirmistir. Ayn1 zamanda JECFA 2008 yilinda % 95
saflikta steviol glikozidler i¢in steviol eslenigi olarak ifade edilen giinliik alim miktarin
2 mg/kg viicut agirligindan 4 mg/kg viicut agirhigina artirmistir. Avrupa Birligi steviol
glikozidlerin gida katki maddesi olarak kullanimi konusuna uzun siire temkinli
yaklasmistir ve hem stevia yapraklart hem de steviol glikozidlerin kullanimina izin
verilmemistir (Woelwer-Rieck vd 2010). Avrupa Birligi Komisyonu uzun bir inceleme
sirecinden sonra EFSA’min (Avrupa Birligi Gida Giivenligi Otoritesi) stevia
kullanimimin herhangi bir sakinca tasimadigi ve gilivenli oldugu yoniinde yaptigi
bilimsel degerlendirmeye dayanarak Kasim 2011°de E 960 koduyla gida katki maddesi
olarak kullanimina izin vermistir. Ulkemizde ise 30.06.2013 tarihinde Resmi Gazete’de
yaymlanan Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi’ne gore steviol
glikozidlerin (E 960) tatlandirict olarak kullanimina izin verilmistir (Yiicesan 2015).

Yapilan toksikolojik caligmalarda steviosidin mutajenik, teratojenik ya da
kanserojen etkisinin olmadigi, tatlandirict olarak kullanilmasiyla herhangi bir alerjik
reaksiyon gozlemlenmedigi bildirilmektedir (Abou-Arab vd 2010; Gardana vd 2010).
Steviol glikozidler tamamen normal sekilde sindirilirler. Bagirsaklarda bagirsak
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mikroflorasi tarafindan steviole indirgendikten sonra emilen steviol, steviol glukuronide
metabolize edilerek viicuttan bu formda atilmaktadir boylelikle viicutta herhangi bir
birikim ger¢eklesmemektedir (Geuns vd 2007; Sheet vd 2014).

Stevianin saglik tizerine etkisini inceleyen arastirmalar sonucu elde edilen
bulgular, steviol glikozidlerinin insanlar tarafindan uzun siire ve diizenli tiiketiminin
givenli oldugunu desteklemektedir (Koyama vd 2003; Maki vd 2008; Wheeler vd
2008). Ayrica herhangi bir karsinojenik veya mutajenik etkisi bildirilmemektedir
(Mahidol vd 1997; Toyoda vd 1997; Curry ve Roberts 2008). Hem saglikl1 kisiler hem
de diyabet hastalari tarafindan tiiketilebilmektedir (Li vd 2004). Ekstraktlarin kullanimi
diyetle alinan antioksidan miktarini arttirmakta, ayrica obezite hastalarinin seker yerine
steviosid alimi kilo vermeyi de kolaylastirmaktadir. Bunlarin yaninda bu bilesiklerin
diizenli tiiketimi kan sekeri ve kolesterol diizeyini diisiirmekte (Atteh vd 2008), hiicre
yenilenmesini ve kan pihtilagmasi Ozelligini  gelistirmekte, kan damarlarmi
giiclendirmekte ve kan basincini diisiirmektedir (Jeppesen vd 2003; Barriocanal vd
2008).

Yapilan bir dizi ¢aligma steviosidin tatliligin 6tesinde ayni zamanda antioksidan,
antidiyabetik, antihiperglisemik, insiilinotropik, glukagonostatik, antihipertansif,
diiiretik, antikarsinojenik, antiviral, antimikrobiyal, antienflamatuar ve bagisiklik
diizenleyici  olarak terapotik  yararlar  saglayabilecegi  rapor edilmektedir
(Chatsudthipong ve Muanprasat 2009; Boonkaewwan ve Burodom 2013; Shivanna vd
2013).

2.4. Stevia Bitkisinden Tath Bilesiklerin Elde Edilme Yontemleri

Son yillarda 6zellikle gelismis tilkelerde ¢calisma kosullarinin agirlasmasina bagl
olarak farklilasan yasam sartlariyla birlikte hareketsizligin artmasi ve degisen beslenme
aliskanliklar1 obezite, seker hastaligi, hipertansiyon ve kalp-damar hastaliklarinda hizl
bir artisa neden olmustur. Teknolojinin gelismesiyle beraber gida endiistrisinde diger
tatlandiricilar ortaya cikmustir (frat 2010). Ayni miktardaki sekerden daha tatl olan ve
daha az enerji iceren kimyasal maddeler tatlandirici olarak siniflandirilmaktadir.
Tatlandiricilarin  ¢ogunlugunu sentetik olarak iiretilen siklamat, glisirhizin, aktilol,
maltilol, sulfam, sukraloz, sakarin ve aspartam gibi maddeler olusturmakta ve birgok
gidanin iiretiminde kullanilmaktadirlar. Sukroz, glukoz, fruktoz ve hidrolize nisasta
suruplart ve ylksek fruktozlu misir suruplar tarimsal kaynakli dogal tatlandiricilardir
(Erkmen 2010). Tatlandiricilar, ilk olarak seker hastalarinin tatlandirma gereksiniminin
giderilmesi i¢in kullanilmis olmakla birlikte, glinlimiizde fazla kilo problemi olanlar ya
da diisiik kalorili diyetlerle beslenenler ve sekerin dis sagligi {izerindeki olumsuz
etkilerinden korunmak isteyenler tarafindan da yaygin olarak kullanilmaktadirlar.
Oncelikle ideal bir tatlandiricinin; sekerin duyusal &zelliklerini igeren, ¢dzelti
halindeyken renksiz, kokusuz, suda ¢abuk ¢6ziinebilen, ekonomik, fonksiyonel, 1siya
dayanikli, diisiik kalorili, agizda ac1 ve metalik tat birakmayan hos bir tada sahip olmast
gerektigi vurgulanirken, ayrica toksik ve kanserojen olmamasi gerektigi de
belirtilmektedir (irat 2010).

Giliniimiizde dogal maddelerin insan saghigma etkileri konusunda bilincin ve
ilginin giderek artmasiyla tatlandiricilar arasinda da bitkisel kaynakli olanlar daha fazla
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ragbet gérmeye baslamis ve bu Uriinlerin tiiketimi de artmistir. Buna bagli olarak bu tip
iriinlerin elde edilmesinde ekonomik ve giivenilir siireglerin gelistirilmesi gereklidir.
Ekstraksiyon prosesinde diger gida proseslerinde oldugu gibi enerji tasarrufu saglama,
kapasite kullanim oranini arttirma ve maliyeti azaltma gibi gerekcelerle kaliteden 6diin
vermeden islemde hizlilik ve verimde yiikseklik istenmektedir (Colak ve Tiilek 2003).

Endiistriyel olarak stevia yapraklarindan yaprak tozu iiretiminde, saplar ve
yabanct maddeler ayrildiktan sonra yapraklar kurutulmakta, kuru yapraklar ise
ogiitiilerek son iiriin elde edilmektedir. Kurutma islemi 40-50 °C’de 24-48 saat siireyle
yapilmaktadir ve islem sonunda yaklasik % 25 oraninda kuru yaprak elde edilmektedir.
Stevia yapraklarindan steviosidlerin ekstraksiyonunu igeren geleneksel metodlar su veya
alkolle ekstraksiyonu izleyen ¢oktiirme, koagiilasyon ve kristalizasyon basamaklarindan
olugmaktadir (Puri vd 2012). Geleneksel metotlardan biri olan ¢dzgen ekstraksiyonu, ilk
yatirrm ve igletme maliyetlerinin diisiik olmasi nedeni ile yaygm olarak
kullanilmaktadir. Ancak ¢6zgen ekstraksiyonunda, pahali organik ¢dzgenlerin fazla
miktarda kullanilmasi, ekstraksiyon siiresinin uzun olmasi, yogun islem basamaklari,
ekstrakt i¢inde ¢ozgen kalmasi ve cozgenlerin olumsuz gevresel etkileri goz Oniine
alindiginda  alternatif  yontemlerin  gerekliligi  ortaya c¢ikmaktadir. Cozgen
ekstraksiyonunda en biiylik problemlerden biri ekstraksiyon sonrast geri kalan
cozgendir. Bu problem hem ekonomik ag¢idan hem de cevre kirliligi bakimindan
onemlidir. Saf ve kaliteli ¢ozgenler pahali ve biiylik miktarlarda kullanildiginda ciddi
bir maddi yiik getirmektedir. Ayrica ¢ozgen kalintilari iiriiniin igerisinde iz miktarda da
olsa bulunabilmekte ve son iiriiniin safligin1 diisiirmektedir. Buna ragmen, {iriin
saflastirilabilmekte ancak maliyeti yiikselmektedir. Bu yontemle elde edilen {iriinlerin
ilag ve gida sanayilerinde kullanilabilmeleri icin ilave saflastirma islemlerine gerek
duyulmaktadir. Ekstraksiyonun ardindan filtrasyon ve temizleme islemleri; adsorpsiyon
kromotografisi, koagulasyon, renk giderme, elektroliz, iyon degisimi, ¢Oktiirme ve
¢ozgen ayirma basamaklarindan bazilarinin birlikte uygulanmasiyla gerceklestirilir.
Stevia yapraklarindan suyla ekstraksiyon isleminin uygulanmasindan sonra ise ekstrakta
klarifikasyon, dekolorasyon ve kristalizasyon islemleri uygulanmakta bdylece kristal
stevia ardindan stevia tozu (pudra) elde edilmektedir. Toz stevia, stevianin en yaygin
ticari tipidir. Genellikle stevia iiretimi bu yontemle yapilmakta ve elde edilen iriinler
yaygin bir sekilde satilmaktadir.

Biyoaktif bilesenlerin elde edilmesinde ¢ozgen ekstraksiyonuna alternatif olarak
kat1 faz (adsorbant) ekstraksiyonu, ultrosonik yardimli ekstraksiyon, basingli sivi
ekstraksiyonu, stiperkritik akiskan ekstraksiyonu, mikrodalga yardimli ekstraksiyon gibi
modern tekniklerden faydalanilmaktadir (Kovylyaeva vd 2007; Pol vd 2007; Puri vd
2012). Bunlarin yani sira son yillarda dzellikle bitkisel kaynakli biyoaktiflerin ekstrakte
edilmesinde enzim-yardimli ekstraksiyon metodlarinin kullanimi giindemdedir (Puri vd
2012).

2.5. Steviol Glikozidlerin Zenginlestirilmesi ve Saflastirilmasi

Endiistriyel olarak stevia bitkisinden ekstraksiyon sonucu elde edilen ham
ekstrakt hafif acimsi, agizda sonradan biraktigi arzu edilmeyen tadi ve koyu rengi
nedeniyle saflastirilmadan ticari olarak kabul edilebilir kalitede degildir. Ham ekstraktin
icerdigi safsizliklar1 genellikle organik pigmentler ve inorganik tuzlar olusturmaktadir.
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Ekstraktlarin  saflastirilmasi  i¢in  iyon degistirme, polimerik veya inorganik
adsorbentlerle adsorbsiyon, kolon kromatografisiyle ayirma ve membran filtrasyon
teknikleri gibi farkli prosesler kullanilmaktadir. Pratikte saflastirma asamasi bu
yontemlerden iki yada daha fazlasinin kombinasyonuyla gerceklerstirilmektedir.

Stevia yapraklarinda tatliliga neden olan steviosid ve rebaudiosid A bilesenleri
kimyasal yap1 agisindan yiiksek benzerlik gostermelerine ragmen, bu bilesenlerin tat
kaliteleri belirgin olarak farklidir. Sakkarozla karsilastirildiklarinda rebaudiosid A’nin
bagil tatliliginin steviosidden daha yiiksek oldugu ve bunun yaninda tatlilik kalitesinin
glukoza daha yakin oldugu bilinmektedir (Chatsudthipong ve Muanprasat 2009). Bu
nedenle endiistriyel anlamda rebaudiosid A orani yiiksek ekstrakt iiretimi ve rebaudiosid
A’nin saflastirilmasi giin gegtikge 6nem kazanmaktadir. Ancak, steviosid ve rebaudiosid
A’nin her ikisi de benzer glikozid yap1 ve polariteye sahip olduklarindan birbirlerinden
ayrilmalar1 olduk¢a zordur. Rebaudiosid A’nin steviosidden ayrilmasinda benimsenmis
olan metotlar rekristalizasyon ve HPLC’dir. Ancak endiistriyel uygulamalarda her iki
metodunda dezavantajlart mevcuttur. Rekristalizasyon prosesi olduk¢a kompleks
olmasinin yanisira fazla miktarda kimyasal girdi kullanimi s6z konusudur. Bu
olumsuzluklar nedeniyle rekristalizasyon endiistriyel {iretim agisindan tercih
edilmemektedir. HPLC metoduyla yiiksek saflikta {iriin basit olarak elde edilebilir,
ancak {irtin verimi diisiik oldugundan endiistriyel agcidan uygun bir yontem degildir.

Stevia glikozidlerinin ekstraksiyon ve saflagtirma basamaklarinin endiistriyel
olarak uygulanmasina ragmen yiiksek kalitede iirlin veren, basit ve ekonomik
yontemlerin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar halen devam etmektedir. Giiniimiizde
steviosidin saflagtirllmasiyla ilgili farkli metodlarin gelistirildigi bir ¢ok patent
mevcuttur. Kumar’in (1986) tanimladigi proses suyla ekstraksiyonun ardindan
celatlama ajami ilavesi, bunu izleyen kalsiyum igeren ¢Oktiirme ajani ilavesi ve son
olarak kristalizasyonla iiriin eldesini saglayan bir dizi basamaktan olusmaktadir.
Giovanetto (1990) yaptigi patent ¢alismasinda sulu ekstrakti santrifiijlendikten sonra
kalsiyum hidroksitle muamele edip iyon degistirici regineler kullanarak saflastirmistir.
Payzant vd (1999) ise ¢aligmalarinda Stevia ekstraktindan safsizliklarin uzaklastirilmasi
icin iyon degistirici kolon kullandiktan sonra steviosidin ayrimimi metanolle
gerceklestirmeyi amaglamiglardir. Mantovaneli vd (2004) arastirmasinda stevia
ekstraktin1 kalsiyum zeolit kullandig1 kolonda saflastirmistir. Ayrica arastirma sonucu
akis hizindaki artisin kiitle taginim katsayisin1 da arttirdigi belirlenmistir. Belirtilen
prosesler uzun zaman harcamay1 gerektiren, pahali, organik ¢oziicii ve kimyasal girdi
kullanimindan dolay1 gida triinleri i¢in uygun olmayan asamalardan olugmaktadir. Bu
problemlerin iistesinden gelebilmek i¢in membran ayirma teknikleri ilgi ¢ekici bir
alternatif durumundadir.

2.6. Arastirma Kapsaminda Kullanilan Bazi Teknikler
2.6.1. Dekantor sistemi

Endiistride ¢esitli proseslerde, 6zellikle aritma tesislerinde dekantor sisteminden
yararlanilmaktadir. Meyve ve sebze sularinin iiretiminde geleneksel ekstraksiyon
metotlarina alternatif olarak dekantor ekstraksiyonundan bahsedilse de, su miktar1 % 80
dolayinda olan bir¢ok meyve presleme ve pulp iiretimi yoluyla kolaylikla islenebildigi
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icin uygulama sans1 bulamamaktadir. Bu sistemde verim hammaddeye gore degismekle
birlikte % 60 ile % 95 arasinda degisebilecegi diisiiniilmektedir. Sistem enzim ilavesiyle
kombine edilerek kullanildiginda iistiin bir ekstraksiyon verimine ulagabilmek
miimkiindiir. Dekantorler yatay konumlu, silindirik-konik trommelli ve vidal
santrifiijler olup kontinli ¢alismaya uygundur. Sivi karisimlarin  birbirinden
ayrilmasinda, katt sivi  karigimlarinin - ayristirilmasinda, kati  sivi  karigimlarin
susuzlastirilmasinda, konsantre edilmesinde, siniflandirilmasinda ve bilesenlerin
ekstraksiyonunda uygulanmaktadir.

Dekantor yatay olarak durmakta ve yatay ekseni etrafinda donmektedir. Cihazin
haznesinin merkezinde; hazneden hafif¢e hizli veya yavas donen ve ¢oken katilart ¢ikis
tarafina tagiyan vidali bir konveyor bulunmaktadir. Haznenin hizi ve hazne ile vida
arasindaki diferansiyel hiz, belli bir donme hizina ayarlanabilen kayish doniis/aktarim
sistemiyle kontrol edilir. Alternatif olarak {izerine binen yiikii algilayabilen ve hazne
hizindan bagimsiz olarak diferansiyel hizi ayarlanabilen bagimsiz vida sistemleri de
mevcuttur. Dekantérde en Onemli noktalardan biri tambur ile helezon devirleri
arasindaki fark, yani diferansiyel hizdir. Bu hiz, ayrilan katida kalan nemi tayin ettigi
gibi, ayrilan sivinin da ne kadar berrak oldugunu belirler. Bu yiizden, istenen iiriin
kalitesine gore bu hiz ayarlanarak istenen iirlin Ozellikleri elde edilebilmektedir
(Beveridge ve Rao 1997).

Sekil 2.3’te gortldigi gibi dekantorlerde kat1 ve sivinin ayrilacagi materyal,
merkezi bir besleme borusuyla hizla donmekte olan tambura verilir. Materyal hizli bir
sekilde tamburun dénme hizina ulasirken, tamburun i¢ duvarina i¢i bos bir sivi silindiri
seklinde yapisir. Merkezka¢ kuvveti etkisiyle kati parcaciklar haznenin yiizeyine
yerlesirken, sivi kisim en igte ileriye dogru hareket eder. Tamburun i¢inde tamburla ayni
yonde fakat daha hizli donmekte olan helezon tarafindan kati1 pargaciklar devamli olarak
konik uca dogru itilmekte ve kat1 i¢indeki sivi sikistirilarak alinmaktadir. Kat1 kalinti
disart atilirken, sivi helezonun kanatlar1 arasindan tamburun zit yoniine dogru hareket
ederek disar1 alinir (Cemeroglu ve Karadeniz 2004).

Dekantor ekstraksiyonu daha yaygin olarak atik su aritma ve atiklarin iglenmesi
gibi ¢evresel projelerde kullanilmaktadir. Gida sanayinde ise bu sistemden genellikle
zeytinden yag ekstraksiyonunda yararlanilmaktadir. Bunun diginda meyve ve sebze
sular (turunggil suyu, liziim suyu, elma suyu, tropikal meyve sulari, sekerpancari suyu,
havug¢ suyu) ve hamur haline getirilmis ¢esitli sert meyvelerden pekmez iiretimi gibi
uygulamalarda yararlanilabilmektedir. Dekantasyonun stevia bitkisinden steviol
glikozidlerin ekstraksiyonu i¢in endistride kullanilan metotlara kiyasla daha basit,
yiiksek verimlilik, enerji ve zaman tasarrufu saglayan ayrica c¢evresel koruma
gerekliliklerinin her gecen giin daha fazla 6nem kazandigi diinyada kimyasal
cozgenlerin kullaniminin yarattig1r olumsuzluklar1 da ortadan kaldiran olduk¢a avantajl
bir yontem olacag diistiniilmektedir.
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Sekil 2.3. Bir dekantoriin kesiti, 1) Helezon, 2) Tambur, 3) Sivi ¢ikisi, 4) Besleme, 5)
Posa ¢ikisi (Cemeroglu ve Karadeniz 2004)

2.6.2. Durultma

Durultma, {irlinde bulunan ve bulaniklik etmeni olan proteinler ve polifenoller
gibi bilesenleri uygun durultma yardimci maddeleri vasitasiyla uzaklastirmak ve istenen
berraklikta {iriin elde etmek amaciyla 6zellikle meyve suyu ve sarap endiistrisinde
kullanilan bir prosestir.

Geleneksel durultma isleminde bentonit, jelatin ve kizelsol gibi bazi durultma
yardimc1 maddeleri kullanilmaktadir. Berraklastirma amaciyla kullanilan durultma
yardimc1 maddelerinin etki mekanizmalart farklilik gostermektedir. Bunlardan kizelzol
ve bentonit negatif yiik tasirken, jelatin meyve suyu pH’sinda pozitif yiikliidiir. Meyve
suyunda bulunan ve bulaniklik sorunu yaratan fenolik bilesiklerin negatif, meyve suyu
proteinlerinin ise pozitif yiiklii oldugu dikkate alindiginda, uygun miktar, kombinasyon
ve kosullarda eklenecek durultma yardimec1 maddeleri ile etkin bir berraklastirma islemi
gerceklestirilebilmektedir. Meyve suyuna ©On denemelerle belirlenen miktarlarda
durultma yardimecr maddelerinin eklenmesiyle floklasma gergeklesir. Floklagsma,
koloidal halde ¢oziinen unsurlarin iri agregatlar halinde kiimelesip, toplanmasidir.
Boylece, daha 6nce filtrasyon gibi fiziksel bir islem ile ayrilamayan bulaniklik unsurlari
lizerine zit yiik tastyan durultma kimyasallarinin eklenmesi ile daha 6nce ayni tiir yiik
tagidig1 icin birbirini iten parcaciklar floklar halinde ¢okmeye baslamakta ve olusan
floklar sedimentasyon veya filtrasyon gibi bir uygulamayla ayrilabilir nitelik
kazanmaktadir (Cemeroglu ve Karadeniz 2004).

Durultma yardimci maddelerinden jelatin; kemik, deri, kikirdak gibi hayvansal
kaynaklardan elde edilen kollagen tipi bir proteindir. Ekstraksiyon yontemine gore
asidik hidrolizasyon (Tip-A) ve bazik hidrolizasyon ile elde edilen (Tip-B) olmak iizere
iki tipi mevcuttur. Durultma agisindan jelatinin izoelektrik noktasi ve bloom sayis1 gibi
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ozellikleri 6nemlidir (Eksi 1988). A tipi jelatinin izoelektrik noktas1 pH 7.0-9.0 arasidir.
Bu izoelektrik noktadaki pH degerinde A tipi jelatin esit miktarda pozitif ve negatif
yiikler igerecegi i¢in disartya karsi nétr olarak davranmakta, bu pH derecesinin altinda
pozitif, listiinde ise negatif yiik kazanmaktadir. B tipi jelatin ise, izoelektrik noktast pH
4.5-5.0 olan jelatindir. Bu jelatinin izoelektrik noktasindaki pH derecesi ile meyve
suyunun pH derecesi arasindaki fark arttikca jelatinin pozitif yiikii de arttig1 i¢in meyve
suyu durultmasinda A tipi jelatin kullanimu tercih edilmektedir.

Jelatinin izoelektrik noktas1 hari¢ diger bir 6zelligi de bloom sayisidir. Bloom
sayist ile jelatinin molekiil agirligi hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Bir jelatin
preparatinin molekiil agirligi ne kadar yiiksekse o kadar sert bir jel olusturur, yani
bloom sayis1 o kadar yiiksektir. Durultmada en iyi sonug veren jelatinlerin bloom sayisi
80-100 arasinda olan jelatinler oldugu belirtilmektedir (Cemeroglu ve Karadeniz 2004).

Jelatin durultulacak meyve suyuna ¢ozelti olarak eklenir ve meyve suyu pH
smirlarinda pozitif yiik kazanarak, karsilastigi negatif yiikli fenolik bilesiklerin yiikiini
yok eder ve bunlarla agregasyona girerek floklar olusturur. Jelatinin polifenollerle
reaksiyona girmesi sonucu, polifenol-jelatin kompleksi oluslmaktadir. Bu reaksiyon,
polifenollerin yapisinda bulunan hidroksil gruplari ile proteinlerin peptit baglari
arasinda olusan hidrojen baglar1 ile ger¢eklesmektedir. Polifenol-protein kompleksi
sayesinde olusan partikiiller kritik boyuta ulastiktan sonra ¢okelmeye baslamaktadir. Bu
floklar ¢okelirken, diger bulaniklik unsurlarini da asagi dogru siiriiklerler (Diblan ve
Ozkan 2013) (Sekil 2.4).

Nagatif maekromolakiiller

© ©

Katyonlar

Nokﬁih yuki nii
koybeime Makromolekiller

\Dondrmmm /

O Miseiiar

\

Birlikte '¢cokme Eiektrik yakini
kay bederek cikme

Sekil 2.4. Makromolekiillerin ¢okmesi (Cabaroglu ve Canbas 1994)
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Meyve suyu durultmada kullanilan diger bir durultma yardimci maddesi
bentonittir. Bentonit dogal kildir ve en Onemli bilesen olarak % 60-80 oraninda
montmorillonit icermektedir. Bentonitin durultmadaki asil etkisi adsorbsiyon giiciiyle
iligkilidir. Bentonitin etki mekanizmasi elektrostatiktir. Bir bentonit hidrati negatif
yiiklii durumdadir. Ortamda bulunan pozitif ylkli bilesenler ise, bu negatif yiikli
yiizeye adsorbsiyon ile tutunur. Pozitif yiik tasiyan proteinler ile bentonitin orta
katmanindaki katyonlar yer degistirir ve bdylece proteinler ortamdan uzaklastirilmis
olur (Diblan ve Ozkan 2013).

Durultma isleminde yaygin olarak kullanilan diger durultma yardimci maddesi
ise Kizelzoldur. Kizelzol; saf silisyum dioksidin sudaki sol formudur. Meyve suyunun
asit ortaminda negatif yiik kazanmakta ve protein gibi pozitif yiiklii bilesikler ile sik1 bir
tortu olusturmaktadir. Ozellikle sicak durultmada jelatin kullanildigi zaman kizelzolun
da kullanilmas1 gerekmektedir. Aksi takdirde meyve suyu icin gereken optimum jelatin
dozu asilmakta ve triinde jelatin kalintis1 bulanikligi meydana gelmektedir (Bayindirli
vd 1994). Bununla birlikte jelatinin negatif yiiklii parcaciklar ve fenoliklerle sik1 bir flok
olusturabilmesi i¢in 10 °C’ye kadar sogutulmus olmasi gerekmektedir. Ancak tek basina
kullanildiginda 40 °C’nin iizerinde floklagma yapamamasit nedeniyle bu, sadece
sogutma ile miimkiin olmaktadir. Bu sebeple 40-50 °C’de miikemmel ve hizl1 bir flok
olusturabilmek amaciyla da kizelzol ile beraber kullanilmas1 gerekliligi s6z konusudur
(Cemeroglu ve Karadeniz 2004).

2.6.3. Lakkaz enzimi

Lakkaz, polifenol oksidaz enzimlerinden birisidir. Polifenol oksidazlar, bakir
iceren oksidorediiktazlar olup substratlar1 fenolik bilesiklerdir. Substratlarini oksijen
esliginde esmer renkli bilesiklere oksitlemektedirler (Sekil 2.5 ve Sekil 2.6).

Lakkaz enziminin etki mekanizmasi polifenollerin okside edilerek biiyiik
molekiillere doniistiiriilmesi ve filtrasyonla uzaklastirilmasi esasina dayanmaktadir.
Enziminin oksidasyon yetenegi yiiksektir. Lakkaz, difenoller, polifenoller, diaminler,
aromatik aminler ve bazi inorganik bilesikler de dahil olmak {izere pek ¢ok substratin
oksidasyonunu katalizlemektedir.

Literatiirde lakkaz enziminin ultrafiltrasyon islemiyle birlikte meyve sularindaki
istenmeyen fenolik bilesikleri uzaklastirmak amaciyla kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur
(Gokmen vd 1998; Alper ve Acar 2004; Artik vd 2004; Neifar vd 2011).
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Sekil 2.5. Polifenol oksidazlarin fenolik bilesiklere etki mekanizmasi (Cemeroglu ve
Karadeniz 2004)
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Sekil 2.6. Esmer renkli melaninlerin olusma siirecinde gelisen spontan reaksiyonlar
(Cemeroglu ve Karadeniz 2004)
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2.6.4. Adsorbsiyon (PVPP uygulamasi)

Adsorbsiyon, ¢esitli komponentlerden olusan bir karisimdan bir veya daha ¢ok
Ozel nitelikli bilesiklerin ayrilmasini saglayan bir tekniktir. Bu ayirma tekniginde bir
katt maddenin (adsorber) yiizey oOzelliklerinden yararlanilmaktadir. Hangi tip
bilesiklerin adsorbe edilebilecegi adsorberin kimyasal yapisi ve materyal Ozelligine
baghdir. Adsorbsiyon, materyalin yiizey aktivitesiyle iligkili oldugundan iyi bir
adsorberin olabildigince fazla molekiil baglayabilmek i¢in yeterli yer sunabilen biiyiik
ylizey alanina sahip bir materyal olmasi gerekmektedir (Cemeroglu ve Karadeniz 2004).

Meyve suyu endiistrisinde oOzellikle renk agmak amaciyla kullanilan
polivinilpolipirrolidon (PVPP), yiiksek molekiil agirlikli, bir durultma yardimc1 maddesi
olup etki mekanizmasi adsorbsiyona dayanmaktadir. En Onemli 6zelligi fenolik
maddeleri ve pigmentleri adsorbe edebilmesidir. PVPP, modifiye bir polietilen olup N-
vinilpirrolidondan olusan ii¢ boyutlu ag yapmis bir polimerdir. PVPP suda ¢éziinmeyen
bir madde olmasina karsin hidrofiliktir ve bu 6zelligi ile basta flavonoidler olmak iizere,
polifenollere hidrojen bagi ile baglanabilmektedir (Diblan ve Ozkan 2013).

PVPP, fenolik bilesikleri intermolekiiler hidrojen kopriisii olusturmak suretiyle
adsorbe etme Ozelligine sahiptir. Sentetik bir durultma yardimci maddesi olan PVPP
gerek meyve suyu gerekse sarap endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. PVPP,
polifenolleri uzaklastirabildiginden dolay: berraklastirma amaciyla da kullanilmaktadir.
Geleneksel durultmada jelatin uygulamasiyla esas olarak yiiksek diizeyde kondanse
olmus polifenolik bilesikler (tanenler) uzaklastirilirken, kii¢iik molekiil agirlikli fenolik
bilesikler yeterince uzaklastirllamamaktadir. PVPP’nin polifenoller ve o6zellikle de
flavonoid yapidaki polifenoller iizerine etkisi hidrojen kopriisii olusturarak adsorbe etme
tizerine olmakta ve bu koprii diisik molekiil agirlikli polifenollerle daha giiglii
kurulmaktir (Sekil 2.7). PVPP uygulamasiyla kiigiik molekiil agirligina sahip, acilik
veren veya daha sonra esmerlesmeye neden olabilecek fenolik bilesiklerin (katesin,
proantosiyanidin vb.) ortamdan uzaklastirilmasi saglanabilmektedir (Cemeroglu ve
Karadeniz 2004; Diblan ve Ozkan 2013).

Ry R

Sekil 2.7. PVPP ile fenolik bilesikler arasinda hidrojen kopriisti olusumu (Cemeroglu ve
Karadeniz 2004)
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2.6.5. Ultrafiltrasyon

Glinlimiizde gida endiistrisinde suyun saflastirilmasi, meyve sularinin, siit
iirlinlerinin, alkollii iceceklerin ve atik sularin berraklastirilmasi ve konsantrasyonu
amaciyla membran ayirma sistemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Membran
teknolojisi, molekiiler ve iyonik dilizeylerde ayrim yapilan bir teknoloji olarak
tanimlanabilir. Gida endiistrisinde membran filtrasyon uygulamalar1 teget akis
diizenlerinin gelistirilmesi ile hizla yayginlasmistir (Sekil 2.8). Membranlardan sivi
akis1 i¢in konsantrasyon, basing, sicaklik ve elektrik potansiyelindeki farklarindan
yararlanilmaktadir.

Farkli fazlarin birbirinden ayrilmasi amaciyla degisik filtrasyon teknikleri
siklikla kullanilmaktadir. Filtrasyon genel olarak bir akiskan sistemden boyut farkina
dayanarak iki veya daha fazla bilesenin ayrilmasi olarak tanimlanmaktadir (Girard ve
Fukumoto 2000). Ultrafiltrasyon membranlari temel olarak fraksiyonlandirma, yani
bliylik molekiil agirlikli ¢ozilinenleri kiiciik molekiil agirlikli olanlardan ayirmak
amaciyla kullanilmaktadir. Tipik olarak UF membranlar1 biyiikligii 0.002’den 0.2
mikrona kadar degisiklik gosteren veya 500 ile 300,000 Dalton arasi agirligindaki
molekiilleri tutma kabiliyetine sahiptirler (Sekil 2.9).

UF uygulamalarinda basing 2-10 bar arasindadir. Genelde UF membran
tarafindan gecirilmeyen maddeler sekerleri, biyomolekiilleri, polimerleri ve kolloidal
partikiileri ihtiva ederler. Cogunlukla UF membranlar "en son tutulan molekiil agirligt"
ile tanimlanirlar (MWCO= molecular weigth cut-off), ki tutulan kisim % 90’dan ¢ok
olmalidir. Kullanilan membranin ¢esidi, Sicaklik, basing farki, permeat/konsantrat orani
gibi filtrasyon parametreleri filtrasyonun etkinligini ve tretilecek iriiniin kalitesini
etkilemektedir.

Membran ayirma sistemlerinde sivi ¢ozelti yar1 gecirgen bir membranla temas
ettiginde, bazi molekiiller membran yiizeyinin hemen yanindaki smnir katmaninda
birikim yaparlar. Bu nedenle alikonulan bilesenlerin membran yiizeyine bitisik olan
sinir katmanindaki konsantrasyonu yigindaki konsantrasyonundan fazla olmaktadir. Bu
olay konsantrasyon polarizasyonu olarak adlandirilir ve membran sisteminin
performansini  dogrudan etkilemektedir. Ultrafiltrasyon membranlarinda olusan
konsantrasyon polarizasyonu sonucu biiyiikk molekiiller membran yiizeyinde tutulur ve
tutulan bu molekiiller ¢okelmeye yol agarak membran yiizeyinde kat1 bir jel tabakasi
olusumuna neden olur. Bu jel tabasi, gegirgenlige kars1t membran tarafindan gosterilen
dirence 1ilave bir diren¢ yaratmakta ve bu da sistem performansint olumsuz
etkilemektedir (Onsekizoglu 2015).
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Sekil 2.8. Geleneksel dikey filtrasyon ile teget akis (capraz akis) filtrasyon uygulamalari
sematik gosterimi (Anonim 2016)
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Sekil 2.9. Geleneksel ve membran filtrasyon ile ayrilan maddelerin biiyiikliikleri
(Anonim 2016)
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Ultrafiltrasyon sistemlerinde genel olarak kullanilan filtrasyon modiilleri plakali,
borulu, spiral sarimli ve silindir fiberli olmak {izere dort ¢esittir. Membranlarda baslica
kullanilan materyaller ise poliakrilonitril, polivinil klorid-poliakrilonitril kopolimerleri,
polisiilfon, polietersiilfon, polivinilidenflorid, bazi aromatik poliamidler ve seliiloz
asetattir. Bu materyallerden polietersiilfon yapili membranlar rutin uygulamalarda
yiiksek sicakliklara ve genis pH aralikli soliisyonlara dayanikli, klorlu bilesiklere
yiiksek derecede direng gosteren, farkli Olgii ve sekillerde kolaylikla kullanilabilen,
ultrafiltrasyon ve mikrofiltrasyon uygulamalari igin genis bir gézenek ¢api araligina
sahip (10 A — 0.2 p) ve alifatik hidrokarbonlara, halojene hidrokarbonlara, alkollere ve
asitlere karsi iyi diizeyde kimyasal dayanikliliga sahiptir ve gida uygulamalarinda ¢ok
tercih edilen membranlardandir. UF membranlarin gegirgenligini filtre edilecek sivida
bulunan molekiillerin boyutu ve sekli, membran materyalinin yapisi, sividaki diger

¢oziinen bilesiklerin varligi, pH ve iyonik kuvvet gibi faktorler etkilemektedir (Cheryan
1998).

Membran teknikleri, diisitk maliyetli, faz degisikligi veya kimyasal madde
ilavesi gerektirmeyen ve termal olmayan ayirma teknikleridir. UF tekniginin avantajlar
su sekilde 6zetlenebilir (Cassano vd 2007);

¢ Randiman artirilabilmektedir.
e  Uriin kalitesinde siirdiiriilebilirlik saglanabilmektedir.
e Enzim kullanilan metotlarda enzimin geri kazanilmasi ve enzim kullaniminda
azalma saglanmasi miimkiindiir.
Otomasyon nedeniyle is¢ilik ve zaman tasarrufu saglanmaktadir.
Yiizey filtrasyonu (teget akis) nedeniyle islem devresi ¢ok uzundur.
Kapasite ¢alisma siiresince sabit kalmaktadir.
Isil islem gerekliligi ortadan kalkabilmektedir vb.

Literatiirde stevia ekstraktinin saflastirilmasi amaciyla mikrofiltrasyon ve
ultrafiltrasyon gibi membran ayirma tekniklerinin kullanildigi bir takim caligmalar
mevcuttur. Fuh ve Chiang (1990) yaptiklar1 ¢alismada ultrafiltrasyon isleminde ayirma
sinirlart 25000-100000 Da arasinda degisen membranlardan yararlanarak steviosidler
acisindan % 46 oraninda saflifa ulastiklarini bildirmislerdir. Ardindan ters osmoz
yontemiyle konsantrasyon ve iyon degistiricide daha ileri diizeyde saflagtirma
gerceklestirilmistir. Zhang vd (2000) stevia ekstraktinin tatlandiriciya iglenmesinde 0.35
mikron seramik filtre kullanarak yapilan mikrofiltrasyonun 6n islem olarak kullanildig:
basamagi izleyen 2500 Da ayirma sinirinda ultrafiltrasyon isleminin uygulandig: ileri
diizeyde bir klarifikasyon prosesi ortaya koymuslardir. Baska bir calismada ise
mikrofiltrasyon isleminin 6n basamagi olarak ham ekstraktta modifiye edilmis zeolit
kullanilmistir (Silva vd 2007). Stevia ekstraktlarinda degisen boyutlarda gozenek
caplarina sahip membranlarin farkli ¢alisma basinglarinda kullanilmasiyla yaklasik
olarak ekstraktlarin % 80-100 oraninda temizlenmesi saglanabilmektedir. Bu amacla
Reis vd (2009) seramik mikrofiltrasyon membrani kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, 0.1
um membran ve 4 bar basingta prosesteki steviosid veriminin maksimum oldugunu
belirtmiglerdir. Farkli arastiricilarin  stevia ekstraktinin ultrafiltrasyonu yoniinde
yiirlitmiis olduklar1 ¢alismalarda 30 kDa ayirma sinirina sahip filtre hem akis hem de
elde edilen ekstraktin kalitesi acisindan denemlerde kullanilan diger filtrelere kiyasla
daha basarili bulunmustur (Chhaya vd 2012a; Chhaya vd 2012b; Das vd 2015b).
Mondal vd (2012) yaptiklar1 ¢alismada stevia ekstraktinda 30 kDa ayirma sinirinda
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filtre kullanilarak gercgeklestirilen ultrafiltrasyon isleminin performansini aragtirmislar
ve permeatta maksimum steviosid veriminin diisiik basing araliginda (276-414 kPa)
belirlendigini rapor etmislerdir. Vanneste vd (2011) tarafindan yapilan ¢alismada stevia
ekstraktina sirasiyla mikrofiltrasyon, ultrafiltrasyon ve nanofiltrasyon uygulanmis, son
asamada toplam steviol glikozidler agisindan ulasilan saflik diizeyinin % 37 oldugu
bildirilmigtir. Ayirma sinir1 90 kDa olan CAP-PAN membran kullanarak yapilan bagka
bir calismada ise steviol glikozidlerin ayrimi ancak % 34 saflik diizeyinde
gerceklestirilebilmistir (Roy ve De 2014).

Ulkemizde, &zellikle Akdeniz Bolgesi gibi bitkinin yetismesi i¢in uygun olan
yerlerde tiretimi son yillarda denenmeye baslayan stevia bitkisinden tath bilesiklerin
elde edilmesinde diisiik maliyetli alternatif ekstraksiyon tekniklerinin gelistirilmesi
bitkiyi isleyecek olan tatlandiric1 sektoriinlin gelismesine katki saglayacaktir. Bu
noktadan hareketle bu ¢alismada Stevia yapraklarindan steviol glikozidlerin
ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilan kesikli sistemde etanol ekstraksiyonuna
alternatif olarak bu amagla daha 6nce hi¢ denenmemis olan, ekstraksiyonda sadece
suyun kullanildig1 dekantor ekstraksiyonu metodunun denenmesi ve alternatif, ¢evre
dostu ve ekonomik bir isleme modelinin ortaya konmasi amaglanmigtir. Bu asamada
elde edilecek sulu ekstraktta bulunan makro safsizliklarin giderilerek saflagtirma islemi
oncesi ekstraktin tatli bilesikler agisindan zenginlestirilmesi i¢in meyve-sebze suyu
berraklastirmada kullanilan durultma, lakkaz enzimi ve ultrafiltrasyon gibi metotlarin
uygulanabilirliginin belirlenmesi hedeflenmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Tez calismasit kapsaminda Antalya’ da Kuzey Agripark Bitki Arastirma ve
Biyolojik Miic. San. Tic. Ltd. Sti.’’den saglanan kurutulmus stevia yapraklari
kullanilmistir. Kuru yapraklar kullanilmadan 6nce ayiklama islemi gerceklestirilmis ve
yabanci maddeler uzaklastirilmistir.

Sekil 3.1. Kuru stevia yapraklari

3.2. Yontem
3.2.1. Stevia yapraklarmmin dekantor sisteminde ekstraksiyonu

Tez ¢alismasinin ilk agamasini stevia yapraklarindan steviosid ve rebaudiosid A
bilesenlerinin ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu olusturmaktadir. Bu amagla
optimizasyon parametrelerinin belirlenmesi i¢in 6n denemeler gergeklestirilmistir. On
denemeler sonucunda farkli sicaklik, siire ve bitki/su oran1 degiskenleri kullanilarak
olusturulacak deneme deseniyle anlamli sonuglara ulasilabilecegi diistilmiistiir.

Optimizasyon icin Cevap Yizey Metodu (CYM) Box-Behnken dizaym
kullanilmistir. Dizaynin olusturulmasi i¢in sicaklik (°C), bitki/su oram1 (w/v) ve
ekstraksiyon siiresi (dak) gibi degiskenlerin minimum ve maksimum noktalar
belirlenmistir. On denemeler sonucu elde edilen tiim 6rneklerde hedef bilesenlerin
(steviosid ve rebaudiosid A) miktarlar1 HPLC cihazinda tespit edilmistir. Ayrica
orneklerde toplam kuru madde analizi yapilarak steviosid ve rebaudiosid A bilesenleri
acisindan saflik diizeyleri hesaplanmistir. Ekstraktlarin kuru agirhigi iizerinden steviosid
ve rebaudiosid A miktarlarindaki degisim dikkate alinarak Box-Behnken dizayni igin
uygun minumum ve maksimum noktalar belirlenmistir.

CYM metodunun olusturdugu sartlarda ekstraksiyon denemeleri 2 tekerriirlii
olarak yiiriitiilmiistiir. Ekstraksiyonda ¢oziici olarak demineralize su kullanilmistir.
Dekantor ekstraksiyonu sisteminde yer alan ve ekstraksiyonun gerceklestigi boliim olan
malaksordeki bigaklarin yaratacagi pargalama etkisinin laboratuvar ortaminda yapilan
ekstraksiyon denemelerinde de saglanabilmesi i¢in hesaplanmis miktarda su ilave edilen
yapraklar el blendir1 (Philips, HR1315 550W) vasitasiyla par¢alanmistir. Ayni seviyede
parcalama saglamak i¢in her bir 6rnege sabit siirede (30 saniye) parcalama islemi
uygulanmistir. Ekstraksiyon denemeleri ¢alkalamali su banyosu kullanilarak (Jeio Tech,
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BS-06/31, Seoul, Korea) hedef sicaklik ve siirede 150 rpm karistirma hizinda
gerceklestirilmistir.

Sekil 3.2. Calismada kullanilan dekantor sistemi

Dekantasyon ¢alismalari laboratuvar kosullarinda belirlenmis  optimum
ekstraksiyon sartlarinda yiiriitilmistiir. Bu amagla Antalya ilinde Kuzey Agripark Bitki
Arastirma ve Biyolojik Miic. San. Tic. Ltd. Sti. biinyesinde bulunan dekantér (Polat
Makina, S 200, Aydin, Tiirkiye) kullanilmustir (Sekil 3.2). ilk olarak sistemin malaksdr
kisminda optimum ekstraksiyon kosullarinda ekstraksiyon gerceklestirilmis ardindan 3
farkli devir sayisinda dekantasyon denemeleri yapilmistir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Malaksorde stevia ekstraksiyonun gerceklestirilmesi
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Qekantasyon denemelerinin her birinden yaklasik 35 L ham ekstrakt alinmis ve Akdeniz
Universitesi Gida Miihendisligi Boliimi laboratuvarlarina getirilerek daha sonraki
asamalarda kullanilmak iizere -20 °C’de dondurularak saklanmustir.

3.2.2. Sicak durultma

Dekantor ekstraksiyonu sonrasi elde edilen ham stevia ekstraktina makro
molekiillerden olusan safsizliklarin giderilmesi ve ultrafiltrasyon basamaginda
ekstraktin filtrasyon kabiliyetini artirmak i¢in durultma yardimci maddeleri kullanilarak
on temizleme uygulanmistir. Durultma yardimcilarinin dozaji 6n denemelerle
saptanmuigtir.

Sekil 3.5. Durultma 6n denemeleri

Bu amagla bentonit (% 5), jelatin (% 5) ve kizelzol (% 3) durultma yardimci
maddelerinin stok ¢ozeltilerinden sirasiyla 2,5 g/L, 0,5 g/L ve 0,6 mL/L kullanilmistir.
Su banyosunda (Jeio Tech, BS-06/31, Seoul, Korea) 50 °C’de tutulan stevia eksraktina
durultma yardimcit maddeleri ilave edilip bu sicaklikta 3 saat bekletildikten sonra
durultma sonlandirilmis, dipte olusan tortu alinmadan iist taraftaki berrak kisim kaba
filtereden siiziilerek ayrilmistir. Bu asamada elde edilen berrak ekstrakt kontrol 6rnegi
olarak kullanilmustir.

Sekil 3.6. Sicak durultma islemi
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3.2.3. Lakkaz enzimi uygulamasi

Calisma kapsaminda sivi formda lakkaz enzimi (Novozymes, Danimarka)
kullanilmistir. Enzimin aktivite degeri “3.2.6. Analiz metotlar1” kisminda ag¢iklanan
lakkaz aktivite testi uygulanarak 750 U/mL olarak belirlenmistir. Durultma sonrasi elde
edilen ekstraktin sicakligi 50 °C’ye getirildikten sonra gerekli miktarda lakkaz enzimi
ekstrakta ilave edilip ¢alkalamali inkiibatorde 50 °C’de 150 devir/dak galkalama hizinda
hedeflenen siire kadar inkiibasyona birakildiktan sonra oksidasyon sonucu renkte olusan
kararma net bir sekilde gdzlemlenmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda ekstrakt su
banyosunda (Jeio Tech, BS-06/31, Seoul, Korea) 95 °C’de 5 dakika siireyle bekletilerek
enzimin inaktivasyonu saglanmistir.

3.2.4. Adsorber ve filtre yardime1r madde uygulamalari

Sicak durultma sonrasi elde edilen berrak ekstrakta fenolik maddeler, renk
maddeleri vb. safsizliklarin azaltilmasi amaciyla gesitli adsorber ve filtre yardimci
madde uygulamalar1 gergeklestirilmistir. Bu basamakta kullanilacak adsorber ve filtre
yardimc1 madde gesit ve miktarina karar vermek i¢in kullanilmasi diisiiniilen her bir
madde (aktif komiir, polivinilpolipirrolidon-PVPP, kizelgur ve perlit) farkli dozajlarda
(% 1, % 5, % 10) uygulanarak 6n denemeler gerceklestirilmistir. Ekstraktin fenolik
maddeleri giderilirken hedef steviol glikozidlerin kaybinin en az oldugu uygulama ve
dozu belirlemek i¢in uygulanan maddelerin artan miktarlart sabit miktarda ekstrakta
ilave edilmistir. Uygulama yapilan ekstraktlar manyetik karistirict yardimiyla sabit
hizda 20 dak karistirildiktan sonra Whatman 42 filtreden siiziilmiistiir. Stiziintiilerin
HPLC’de steviosid ve rebaudiosid A analizlerinin yani sira toplam fenolik madde
miktarlar1 da spektrofotometrik olarak belirlenerek farkli yardimci madde ve dozaj
uygulamalarinin bu parametreler iizerine etkileri incelenmistir.

Ekstraktlara uygulanan maddelerin artan dozlarinin ekstraktlarin steviosid,
rebaudiosid A ve toplam fenolik madde miktarlari tizerine etkileri Sekil 3.7°de yer alan
grafiklerde gosterilmistir. Herhangi bir uygulama yapilmamig durultma sonrasi
ekstraktin (kontrol) igerdigi steviosid, rebaudiosid A ve TFM miktarlar1 (baslangig) %
100 kabul edilmistir. Yapilan uygulamalarin ardindan ekstraktlarin igerdigi steviosid,
rebaudiosid A ve TFM miktarlar1 kontroliin i¢erdigi miktarlara oranlanarak kontroldeki
madde miktarlarinin uygulamalardan sonra ekstraktlarda bulunma orani hesaplanmustir.
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(@) (b)
% Aktif Komiir % PVPP
100 100
80 80
60 60
40 40
20 20
Dozaj Dozaj
0 (9/100 mL) 0 (9/100 mL)
1 5 10 1 5
m Steviosid  m Rebaudiosid A =TFM m Steviosid  m Rebaudiosid A = TFM
(c) (d)
% Perlit Kizelgur
%
100 100
80 80
60 60
40 40
20 20
0 Dozaj 0 Dozaj
1 5 10 (g/100mL) 1 5 10 (©/100mL)
m Steviosid  ® Rebaudiosid A =TFM m Steviosid ® Rebaudiosid A = TFM

Sekil 3.7. Farkli dozajlarda adsorber veya filtre yardimci madde a) aktif komiir, b)
PVPP, c) perlit, d) kizelgur uygulanmis ekstraktlarin kontrole gore igerdigi
steviosid, rebaudiosid A ve TFM oranlari
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Sekil 3.7°de gorildigi gibi incelenen parametrelerden steviol glikozidlerin en
yiiksek oranda, TFM’ nin ise en diigiik oranda olmasini saglayan madde ve uygulama
dozu en uygun yontem olarak belirlenmistir. Ekstrakttan en fazla oranda TFM
uzaklagtirilirken ayn1 zamanda steviosid ve rebaudiosid A bilesenlerinin de en yiiksek
oranda korundugu % 5’in altinda PVPP uygulamalarmin basarili olacagi
diisiiniilmiistiir. Bu nedenle caligmanin ilerleyen asamalarinda kontrol Ornegine ve
lakkaz ile muamele edilmis 6rnege uygulanacak PVPP oranlar % 0,1, % 0,5, % 1 ve %
2 olarak belirlenmistir.

PVPP uygulamalarinda ekstrakta hesaplanan miktarda PVPP ilave edilip,
calkalamal1 inkiibatérde (Sartorius Stedim Biotech, ABD) 25 °C’de 200 devir/dak
karistirma hizinda 20 dakika siireyle muamele edilmistir. Siire sonunda PVPP’nin
ayrilmasi i¢in 6rnekler 25 °C sicaklikta 4000 devir/dak’da 15 dak siire ile santrifiijlenip
(VWR Mega Star 3.0R, Almanya) {istte kalan berrak kissm Whatman 42 filtre kagidinin
kullanildig1 vakum manifold diizeneginde filtre edilmistir (Sekil 3.8).

V’ b é
) y M
: o:g -

VWRE_

Sekil 3.8. Ekstraktlarin santrifiijlenmesi ve santrifiij sonras1 6rnekler

3.2.5. Ultrafiltrasyon

Kontrol o6rneginde ve lakkaz ve/veya PVPP uygulamalarinin ardindan elde
edilen orneklerde 50, 30, 10 ve 5 kDa ayirma smirma sahip 4 farkli membran
kullanilarak ultrafiltrasyon denemeleri gergeklestirilmistir. Denemeler laboratuar tipi
ultrafiltrasyon sistemi (Sartorious, Goéttingen, Almanya) ile oda sicakliginda
gerceklestirilmigtir. Kullanilan membran filtrelerin genel ozellikleri Cizelge 3.1’de
gosterilmistir. 1-14 pH araliginda kullanilabilen membranlar, en fazla 4 bar basinca
kadar dayanabilme oOzelligine sahiptir. Filtrelerin su gegirgenligi degerleri sabit
sicaklikta (25 °C) uygulanan transmembran basincina (TMP) karsilik hesaplanan su akis
debisi grafiginde her bir filtre icin elde edilen egrinin egim degeri olarak belirlenmistir
(Sekil 3.9). Transmembran basinci (Esitlik 3.1) ve akis debisi (Esitlik 3.2) degerleri ise
asagida yer alan formiiller vasitasiyla hesaplanmistir.
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P,+P
TMP = -——2
2
P1= Besleme (giris) basinci, bar
P,= Retentat (¢ikis) basinci, bar
\Y
J=axt

J= Akis debisi, L/m?h
V= Permeat (su) hacmi, L
t= Siire (saat), h

700 4 #50 kDa
600 - W30 kDa ¢
500 - A10kDa
400 - ®5 kDa L

300 -

Akis debisi (L/m?h)

200 -
100 -

0 0,5 1 1,5 2

— e o669 Tvppa)

3.1)

(3.2)

Sekil 3.9. 50, 30, 10 ve 5 kDa ayirma smirma sahip UF filtrelerinde uygulanan
transmembran basincina karsilik su debisinde meydana gelen degisim (25

OC)

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan filtrelerin genel 6zellikleri

Filtre ayirma simir1 50kDa 30kDa  10kDa 5 kDa

Filtre materyali PESU PESU PESU Hydrosart
Yiizey alami (m?) 0,02 0,02 0,02 0,1

Su gecirgenligi

(L/m?h) 341,09 233,31 119,98 18,23
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Calismada kullanilan 50, 30 ve 10 kDa ayirma sinirina sahip filtrelerin materyali
polietersiilfondur (PESU). 5 kDa ayirma sinirina sahip filtrenin gozenek ¢ap1 ¢ok kiictik
oldugundan akisin zorlanmamasi ve filtre tikanmadan istenilen miktarda Ornek
alinabilmesi adina sadece bu ayirma simir1 igin yiizey alani genis olan hydrosart filtre
tercih edilmistir. Hydrosart membranlar saglamlastirilmig seliiloz bazli membranlardir
ve hidrofilik 6zellik gosterir. Bu nedenle tikanma egilimi daha diisiik ve permeat akisi
daha yiiksektir.

UF, beslemenin % 90’1 permeat, % 10’u retentat olarak ayrilacak sekilde
gerceklestirilmigtir (Sekil 3.10). Her islem sonrast membrandan ilk olarak 2000 mL su
gecirilip bunun 1000 mL’si permeat olarak atilmistir. Ardindan uygulanan temizlik
prosediiriine gore sistemden 50 °C’de 1 M NaOH c¢ozeltisi 1 saat sirkiile edilmis ve siire
sonunda permeat ¢ikisindan atilmistir. Sistemden tekrar 2000 mL su gecirilerek NaOH
uzaklagtirllmistir. Ardindan 1 dak siireyle sistemden gecen su hacmi dlgiilerek temizlik
sonrast akis baslangictaki akisla karsilastirilmistir. Baslangigtaki akisin % 70’ine
ulagmak temizligin yeterli oldugunu gostermektedir. Membran filtre % 20 (v/v)’lik etil
alkol ¢ozeltisi yaklasik 5 dak gecirildikten sonra sistemden c¢ikarilmigtir. Ayrica
membranlar bir sonraki kullanimlarina kadar yine ayni ¢ozeltide 4 °C’de saklanmustir.

Sekil 3.10. Ultrafiltrasyon sistemi

3.2.6. Analiz metodlar
3.2.6.1. Lakkaz aktivite testi

Lakkaz aktivite tayininde 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)’in
(Sigma Aldrich, ABD) oksidasyon hizinin saptanmasina dayanan yontem kullanilmigtir
(Bendl vd 2008). Bu amagla 0,1 M pH 5,0 sodyum asetat tamponunda hazirlanmis 0,5
mM ABTS ¢ozeltisinden 990 pL spektrofotometre kiivetine aktarilmis ve tizerine 10 pL
enzim ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir. Kor olarak 990 pul. ABTS ve 10 pL
tampon ¢o6zelti karigimi kullanilmistir. ABTS’in lakkaz tarafindan oksitlenmesiyle
olusan renk degisimi 420 nm dalga boyunda 5 dakika siiresince 1 dakika araliklarla
Olclilerek zamana bagli olarak absorbans degerindeki artis grafige aktarilmistir (Sekil
3.11).
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y = 0,5406x
R = 0,9964
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Sekil 3.11. 0,5 mM ABTS ¢ozeltisinin lakkaz tarafindan oksitlenmesiyle elde edilen
absorbans degerleri

Grafikten elde edilen egrinin egim degeri kullanilarak asagida yer alan formiil
yardimiyla lakkaz aktivitesi hesaplanmistir (Esitlik 3.1).

U (AA) 1 1 1000pumol V
R — —_— ] % — % — X ——————— ¥ —
e b mmol v

(3.1)

AA/At= Grafikten elde edilen kurvenin egimi

&= ABTS icin molar absorbsiyon katsayisi, 36000 M cm?
b= Spektrofotometre kiivet genisligi, 1 cm

V= Toplam reaksiyon hacmi, 1000 pL

v= Enzim miktari, 10 pL

Bir Unite (U), 1 dakikada 1pmol ABTS’in oksidasyonunu katalizleyen lakkaz miktar
olarak ifade edilmistir.

3.2.6.2. Toplam kuru madde miktar:

Orneklerden 10 mL alinarak onceden kurutulup sabit tartima geldikten sonra
daras1 alinmis petrilere aktarilmistir. Etlivde (Memmert, Almanya) 105 °C sicaklikta
sabit tarima gelene kadar kurutulmustur. Agirlik farkindan kuru madde miktari
hesaplanip (g/100 mL ekstrakt) olarak ifade edilmistir.

3.2.6.3. Toplam fenolik madde (TFM) miktar:

Orneklerin toplam fenolik madde miktar1 analizi spektrofotometrik ydntemle
gerceklestirilmistir (Spanos ve Wrolstad 1992). Bu amagla, uygun oranda seyreltilmis
ornekten 0,5 mL alinarak iizerine once 2,5 mL 0.2 N Folin-Ciocalteu ayiraci (Sigma
Aldrich, ABD) eklenmis ve daha sonra 5 dak bekletilmistir. Siire sonrasinda karisima 2
mL %7,5’1ik Na,COz (Merck, Almanya) ¢ozeltisi eklenerek, elde edilen yeni karigim
vorteksle karistirilip 5 dak 50 °C’lik sicak su banyosunda daha sonra da 10 dak karanlik
ortamda bekletilmistir. Spektrofotometrede (Thermo Scientific, Evolution 201, UV-
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Visible Spectrophotometer, USA) 760 nm dalga boyunda yapilan okumalarda dlgiilen
absorbans degerleri kaydedilmistir.

Konsantrasyon Gallik asit
(mg/L)

250

2
y =97,454x - 3,6142 00

200 R2=0.9991

150
150

100
100

50

Absorbans
0 0,5 1 15 2 25

Sekil 3.12. Gallik asit standart ¢ozeltileri ile elde edilmis kurve

Standart gallik asit (Merck, Almanya) c¢ozeltileriyle hazirlanan kurveden yararlanilarak
miktar tayinleri yapilmigtir (Sekil 3.12). Sonuglar mg gallik asit esdegeri (GAE)/L
olarak ifade edilmistir.

3.2.6.4. Renk tayini

Orneklerin renk yogunlugunun 8lciimiinde UltraScan-VIS Hunterlab (Sheet vd)
renk 6l¢iim cihazi kullanilmistir. Sonuglar L (koyuluk-agiklik), a (yesillik-kirmizilik), b
(mavilik-sarilik) renk parametreleri cinsinden ifade edilmistir.

3.2.6.5. Transmittans

Orneklerin transmittans (% T) &l¢iimii spektrofotometrede (Thermo Scientific,
Evolution 201, UV-Visible Spectrophotometer, USA) 660 nm dalga boyunda
gerceklestirilmistir (Krop ve Pilnik 1974).

3.2.6.6. HPLC ile steviosid ve rebaudiosid A tayini

Orneklerde steviosid ve rebaudiosid A miktarlart HPLC ile harici standart
metodu kullanilarak izokratik kosullarda belirlenmigtir (WoLwer-Rieck vd 2010).
Analizde Shimadzu marka HPLC cihazi (LC 20 AD), Nucleodur HILIC kolon (5 pum,
250 x 4.6 mm, ID) ve diode array dedektor sistemi (210 nm) ile birlikte kullanilmistir.
Hareketli faz olarak asetonitril (HPLC safliginda, Merck, Almanya) ve HPLC grade su
karisimi (86:14) kullanmilmistir. Hareketli faz akis hizi 0,8 mL/dak, 6rnek enjeksiyon
hacmi 20 pL’dir. Ornekler mobil fazla belli oranda seyreltildikten sonra 0,45 um’lik
filtreden siiziilip enjekte edilmistir. Miktar tayini i¢in hedef bilesenlerin saf
standartlarindan (Sigma Aldrich, ABD) farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanarak
Sekil 3.13°de gosterilen kurveler elde edilmistir. Dogrusal bir aralikta elde edilen
denklemler kullanilarak hedef bilesenlerin miktarlar1 hesaplanmaistir.
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(a)

Alan Steviosid

1200000 -

y =5369,7x + 6570,9
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(b)

Alan Rebaudiosid A
1200000 -
y =4988,4x + 1525,2
1000000 - Ri=1

800000 -
600000 -
400000 -

200000 -

0 . . . . ~ Konsantrasyon
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Sekil 3.13. Standart ¢ozeltiler kullanilarak elde edilen kurveler, a) steviosid, b)
rebaudiosid A

3.2.6.7. Toplam antioksidan aktivite tayini

Elde edilen stevia ekstraktlariin antioksidan aktivite tayini spektrofotometrik
olarak DPPH radikalinin (Sigma Aldrich, ABD) inhibisyonuna dayanan yontemle
gerceklestirilmistir (Fernandez-Leon vd 2013). Bu amagla ekstraktlar belli oranda
seyreltildikten sonra 50 pL alinarak iizerine 950 pL taze hazirlanmis 60 uM DPPH
cozeltisi ilave edilerek oda sicakliginda karanlik bir ortamda 30 dak bekletilmistir.
Ekstraktlara ilave edilen DPPH ¢6zeltisinin absorbansi analiz siiresinin basinda 517 nm
dalga boyunda saf metanole karsi Olgiilerek kaydedilmistir. 30 dakika sonunda
orneklerin 517 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilmis ve DPPH ¢6zeltisine gore
absorbans farklar1 belirlenmistir. Orneklerin antioksidan aktivitesi bu absorbans farklari
kullanilarak, farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis troloks (Sigma Aldrich, ABD)
standartlar1 ile elde edilen egri yardimiyla (Sekil 3.14) hesaplanmis ve mg troloks
esdeger antioksidan kapasite (TEAK)/L olarak ifade edilmistir.
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Sekil 3.14. Farkli konsantrasyonlarda trolox standartlariyla elde edilen kurve

3.2.5.8. istatistiksel analizler

Calisma kapsaminda gergeklestirilen tiim uygulamalar 2 tekerriirli yapilmistir.
Analizler ise her tekerriirden 2 paralelli olacak sekilde gerceklestirilmistir. Caligmanin
ilk asamasi olan ekstraksiyon prosesinin kosullarini optimize etmek ve degisken
parametrelerin hem bagimsiz olarak hem de birbirleriyle interaksiyonlarinin etkilerini
belirlemek amaciyla Box-Behnken Cevap Yiizey Metodu, Stat-Ease, Inc. tarafindan
hazirlanan Design-Expert® version 7 programinda kullanilmistir.

Calismanin diger asamlarinda elde dilen sonuglar varyans analizine ve onemli
bulunan ana varyasyon kaynaklari ortalamalari Duncan Coklu Karsilagtirma Testine tabi
tutulmustur. Varyasyon kaynaklarina ait ortalamalarin karsilastirilmasinda Duncan Testi
kullanilmigtir (Diizgiines vd 1987). Degerlendirme SAS Institue, Inc. tarafindan
hazirlanan SAS Version 9.0 istatistik programi kullanilarak yapilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Dekantor Ekstraksiyonunun Optimizasyonu
4.1.1. Ekstraksiyon parametrelerinin belirlenmesi i¢cin yapilan 6n denemeler

Ekstraksiyon parametrelerinin belirlenmesi i¢in yapilan 6n denemelerde ilk
olarak ¢alkalamali su banyosunda 25 °C’de bitki/su oran1 1/10 olacak sekilde 180 dak
boyunca ekstraksiyon yapilmig 15 dak araliklarla 6rnek alinip 6rneklerin steviosid ve
rebaudiosid A konsantrasyonlar1 ve toplam kuru madde miktarlar1 belirlenmistir (Sekil
4.1). Bu verilerden hareketle, alinan o6rneklerde kuru agirlik bazinda stevisid ve
rebaudiosid A miktarlari, yani bu bilesenler agisindan saflik diizeyleri hesaplanmustir.

6,25 A
- f Ppmm— M v v v - -
< 3,75
o —
>3
§ 1S
= O
§ S 2,50
c
s
>4
1,25 W
0,00 T T T T T T T T T T T v stre (dak)

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

=umTKM === steviosid reb. A

Sekil 4.1. 1/10 bitki/su orani, 25 °C sicaklikta 180 dak ekstraksiyon siiresi boyunca 15
dak araliklarla alinan Orneklerin steviosid ve rebaudiosid A
konsantrasyonlar1 ve toplam kuru madde miktarlar

Sekil 4.1’den anlasildig1 gibi 25 °C’de 1/10 bitki/su orani1 kullanildiginda ekstraksiyon
stiresine bagl olarak toplam kuru maddenin ekstrakta gegis hizindaki artis daha
fazlayken, steviosid ve rebaudiosid A bilesenlerinin ekstrakta ge¢is hizindaki artma
egilimi daha azdir. Bu durum steviosid ve rebaudiosid A bilesenlerinin ekstraksiyon
baslangicindan itibaren hizli bir sekilde ekstrakte edilebildigini ve ekstraksiyon
stiresinin artmasiyla ekstrakttaki miktarlarin 6nemli bir artis gostermedigini ortaya
koymaktadir. Ekstrakta gecen toplam kuru madde zamana bagl olarak daha hizli bir
artis gosterdiginden ekstraktin hedef bilesenler agisindan saflik oraninin diizenli bir artis
gostermedigi belirlenmistir (Sekil 4.2).

Bu denemenin devaminda hem sicakligin hem de bitki/su oraninin etkisini
gozlemlemek adma 50 °C’de 1/10 ve 1/40 bitki/su oran1 degerleri kullanilarak 180 dak
sireyle 2 farkli ekstraksiyon denemesi daha gergeklestirilmis ve yine ayni sekilde
degerlendirilmistir.
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Saflik orani
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Sekil 4.2. 1/10 bitki/su orani, 25 °C sicaklikta 180 dak ekstraksiyon siiresi boyunca 15
dak araliklarla alinan Orneklerin steviosid ve rebaudiosid A bakimindan
saflik diizeyleri

Sekil 4.3’ te gosterilen 1/10 bitki/su oran1 degeri kullanilarak 25 °C ve 50 °C
sicakliklarda yapilan ekstraksiyon denemeleri dikkate alindiginda 50 °C’de siireye bagl
olarak ekstraktlara gegen toplam kuru madde, steviosid ve rebaudiosid A miktarlarinin
artts hizinin 25 °C’dekine kiyasla azaldigi, yani sicaklik artigiyla siirenin 6neminin
azaldig1 diistiniilmiigtiir.

Konsantrasyon
(9/200 mL)
6 -
5 - " & A A -
-
4 - X
3 -
2 -
1 4 W
W
0 1 stire (dak)

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
e=(mosteviosid esfmsreb. A e TKM

Sekil 4.3. 1/10 bitki/su orani, 50 °C sicaklikta 180 dak ekstraksiyon siiresi boyunca 30
dak araliklarla alinan Orneklerin steviosid ve rebaudiosid A
konsantrasyonlar1 ve toplam kuru madde miktarlari
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Sabit sicaklikta (50 ©°C) farkli bitki/su oran1 degerleri kullanilarak yapilan
ekstraksiyonlarda ¢oziicii miktarinin artmasi yani bitki/su oraninin azalmasi da yine
sicaklik artisina benzer bir etki yaratarak siireye bagli madde miktar1 degisimini
azaltmistir (Sekil 4.4).

Konsantrasyon
(8/100 mL)
1,50 +
= = -
1,20 - i A a _
0,90 -
0,60 -
0,30 - M—G_Q_G_Q_O

0,00 T T T T T T T T T T T ' siire (dak)
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

e steviosid emimmreb. A dn TKM

Sekil 4.4. 1/40 bitki/su orani, 50 °C sicaklikta 180 dak ekstraksiyon siiresi boyunca 30
dak araliklarla alman Orneklerin steviosid ve rebaudiosid A
konsantrasyonlar1 ve toplam kuru madde miktarlar1

Hedef bilesenler 25 °C sicaklikta bile kolay ekstrakte edilebilmektedir. Sekil 4.2
ve Sekil 4.5 incelendiginde 25 °C’de yapilan ekstraksiyon denemesinde toplam kuru
maddenin ekstraktlara gecis miktar1 50 °C’dekinden daha az oldugundan hedef
bilesenlerin saflik oranlarinin 25 °C’de daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Saflik orani

(8/100g)
30,00 -

25,00 T —

20,00 -
15,00 1 W
10,00 -

5,00 -

0,00 T T . . . . . . . . . \ sure (dak)
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

@t steviosid emmmreb. A

Sekil 4.5. 1/10 bitki/su orani, 50 °C sicaklikta 180 dak ekstraksiyon siiresi boyunca 30
dak araliklarla alinan Orneklerin steviosid ve rebaudiosid A bakimindan
saflik diizeyleri
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Sekil 4.6. 1/40 bitki/su orani, 50 °C sicaklikta 180 dak ekstraksiyon siiresi boyunca 30
dak araliklarla alinan Orneklerin steviosid ve rebaudiosid A bakimindan
saflik diizeyleri

Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 incelendiginde 50 °C ekstraksiyonun 15. dakikasindan itibaren 30
dak araliklarla alinan 6rneklerde ¢6ziicli miktarinin artmasiyla hedef bilesenlerin saflik
oranlarinin degisiminin siire artisindan neredeyse hig etkilenmedigi gorilmiistir.

Yapilan tim 6n denemelerin sonucunda hedef bilesenlerin ekstraksiyonun
toplam kuru maddeye kiyasla daha kisa siirede gergeklesebildigi ve bundan dolay1
ekstraksiyon siiresinin gereginden fazla uzamasmin elde edilen ekstraktta bu
bilesenlerin saflik oranlarin1 olumsuz etkileyebilecegi ongoriilmistiir. Ekstraksiyonda
kullanilan yapraklar kurutulmus oldugundan yapraklarin 1slanmasi ic¢in ¢doziicii
miktarinin en az yaprak miktarmin 10 kati, en fazla ise 40 kati olacak sekilde
se¢ilmesine karar verilmistir.

4.1.2. Cevap yiizey metodu

CYM optimizasyon dizayninin degiskenleri sicaklik, siire ve bitki/su orani
olarak belirlenmistir. Hedef bilesenler parcalamanin etkisiyle kolaylikla ekstrakta
gecebildiginden diisiik sicakliklarda bu bilesenler acisindan ekstraktin daha yiiksek
saflik diizeyinde oldugu bir optimum noktanin yakalanabilecegi diistiniilmektedir. Bu
amagla sicaklik degiskeninin minumum noktas1 25 °C ve sicaklik artisinin etkisinin net
olarak goriilebilmesi i¢in maksimum noktasi ise 75 °C olarak se¢ilmistir.

Box-Behnken Cevap Yiizey modelinde kullanilmis olan maksimum ve
minumum parametreler Cizelge 4.1°de verilmistir. Cevap yiizey metodunun olusturdugu
sartlarda ekstraksiyon islemleri iki tekerriirlii olacak sekilde (toplam 30 ekstraksiyon)
gerceklestirilmigtir. Tiim ekstraksiyon denemeleri calkalamali su banyosunda 100
devir/dak karistirma hizi kullanilarak yiiritiilmiistiir. Ekstraktlarin i¢erdigi steviosid ve
rebaudiosid A miktarlarina gdre optimum ekstraksiyon sartlar1 belirlenecektir.
Ekstraksiyon sartlarinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen deneme deseni Cizelge
4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Stevia ekstraksiyonunun optimizasyonu igin cevap yiizey metodunda
kullanilan parametreler

Degisken Minumum I\%t?a Maximum
Sicaklik (°C) 25 50 75
Su/Bitki Orani 10 25 40
Siire (dakika) 15 60 105

Cizelge 4.2. Stevia ekstraksiyonu i¢in cevap ylizey metodunun
olusturdugu ekstraksiyon sartlari

Sira Sicaklik (°C) Siire (dakika) Su/Bitki Oram
1 75 15 25
2 75 60 10
3 50 60 25
4 25 15 25
5 25 105 25
6 25 60 40
7 25 60 10
8 75 60 40
9 50 105 40
10 75 105 25
11 50 15 40
12 50 60 25
13 50 60 25
14 50 105 10
15 50 15 10

Cevap yiizey metodunun ortaya koydugu sartlarda gerceklestirilen ekstraksiyon
denemelerinden elde edilen ekstraktlarda yapilan analizler sonucu ekstraktlarin igerdigi
toplam kuru madde, steviosid ve rebaudiosid A miktarlari tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilerek ekstraksiyonda kuru madde bazinda
steviosid ve rebaudiosid A agisindan saflik oraninin en yiiksek oldugu noktada deneme
dizayninin ortaya koydugu optimum kosullar belirlenmistir.

4.1.3. Cevap yiizey metodunun belirlemis oldugu kosullarda gerceklestirilen
ekstraksiyon denemeleri

Stevia yapraklarindan ¢oziicii olarak suyun kullanildig1 steviosid ve rebaudiosid
A ekstraksiyonunda ekstraksiyon kosullarinin Box-Behnken cevap yiizey metodu ile
optimize edilmesi iizerine sicaklik, siire ve bitki/su oraninin etkisi incelenmistir. Bu
amacla cevap ylizey metodunun olusturmus oldugu sartlarda ekstraksiyon denemeleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3’de verilmistir.
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4.1.3.1. Sicakhigin ekstraksiyon iizerine etkisi

Minumum (25 °C), maksimum (75 °C) olarak belirlenen ve cevap ylizey
metodunun belirledigi orta deger (50 °C) olmak iizere ii¢ farkli sicaklikta ekstraksiyon
denemeleri yapilmistir. 25, 50 ve 75 °C sicakliklarda gergeklestirilen ekstraksiyon
denemelerinde ekstraktlarin icerdigi steviosid miktarlar1 sirasiyla 2393-9085 mg/L,
2341-10196 mg/L ve 2529-10655 mg/L, rebaudiosid A miktarlar sirastyla 1711-6192
mg/L, 1716-6714 mg/L ve 1857-7271 mg/L, toplam kuru madde miktarlar1 ise sirasiyla
11,00-41,88 g/L, 12,28-46,49 g/L ve 13,10-50,74 g/L araliginda degisim gostermistir.
Sicakligin etkisi, ekstraktin steviosid ve toplam kuru madde miktarlar1 bakimindan
istatistiksel olarak 6nemli bulunurken (P<0,05), rebaudiosid A miktar1 bakimindan
istatistiksel olarak onemli bulunmamustir.

Cizelge 4.3. Cevap ylizey metodunun olusturmus oldugu sartlarda gerceklestirilen
ekstraksiyon denemelerinden elde edilen stevia ekstraktlarinin steviosid,
rebaudiosid A, toplam kuru madde miktarlar1 ve steviosid, rebaudiosid
A agisindan saflik oranlari

Steviosid Reb. A

G, Sicaklk  Sire SuBitki Steviosid Reb.A UM (g100g  (g/100g
(°O) (dak) Orani (mg/L) (mg/L) (g/L) kuru kuru

madde) madde)
1 50 105 10 10195,50  6713,58 46,49 21,93 14,44
2 50 105 40 2521,04 1840,35 12,47 20,22 14,76
3 50 15 40 2340,91 1716,27 12,28 19,06 13,98
4 75 105 25 4399,27 2902,89 21,89 20,10 13,26
5 25 105 25 3949,96 2725,55 17,46 22,62 15,61
6 50 60 25 4194,37 2894,51 19,70 21,29 14,69
7 25 60 10 9084,50 6192,37 41,88 21,69 14,79
8 75 60 10 10654,71  7270,78 50,74 21,00 14,33
9 50 15 10 8971,84 5782,10 41,77 21,48 13,84
10 75 60 40 2529,42 1856,75 13,10 19,32 14,18
11 25 15 25 3790,13 2539,22 16,93 22,39 15,00
12 50 60 25 4110,28 2632,25 19,39 21,20 13,58
13 75 15 25 4135,36 2740,72 19,62 21,08 13,97
14 25 60 40 2392,97 1711,14 11,00 21,75 15,56
15 50 60 25 4099,77 2758,07 19,58 20,94 14,09

25, 50 ve 75 °C sicakliklarda elde edilen ekstraktlarda steviosidin saflik oram
sirastyla kuru maddede % 21,69-22,62, % 19,06-21,93, % 19,32-21,08 araliginda
degisim gostermistir. Sicaklik, ekstrakttaki steviosidin saflik orani agisindan istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05). Stevia bitkisinin 1/25 bitki/su oraninda 25 °C ve
75 °C 15 dak siireyle gerceklestirilen ekstraksiyonunda ekstrakta gecen steviosid
miktar1 agisindan degerlendirildiginde 25 °C’de 3790,13 mg/L, 75 °C’ de ise 4135,36
mg/L olarak belirlenmistir. Ancak ekstrakta gegen toplam kuru madde miktar: sirasiyla
16,93 ve 19,62 g/L olarak belirlenmistir. Sicaklik artisinin toplam kuru madde miktari
tizerine etkisi daha fazla oldugundan 25 °C ve 75 °C i¢in ekstraklarin steviosid
acisindan saflik oranlar sirastyla % 22,39 ve % 21,08 olarak hesaplanmistir. 1/25 bitki
su oraninda 105 dak siireyle gergeklestirilen ekstraksiyon denemeleri i¢inde benzer

38



BULGULAR VE TARTISMA Asli ARSLAN KULCAN

sonuglar gozlemlenmistir. 25 °C’de ekstrakttaki steviosid konsantrasyonu 3949.96 mg/L
olurken, 75 °C’de 4399.27 mg/L olmustur. Toplam kuru madde miktar1 ise 25 °C’de
17,46 g/L, 75 °C’de 21,89 g/L olarak bulunmustur. Ekstraktlarda steviosidin saflik orani
hesaplandiginda 25 °C sicaklikta elde edileninki % 22,62 olurken, 75 °C sicaklikta elde
edileninki % 20,10 olmustur. 1/10 ve 1/40 bitki/su oranlarinda 60 dak siiresince 25 °C
ve 75 °C sicakliklarda yiiriitilen ekstraksiyon denemelerinde sicakliklar
karsilagtirildiginda diisiik sicaklikta ekstraktlarin saflik oran1 daha yiiksek bulunmustur.

25, 50 ve 75 °C sicakliklarda gergeklestirilen ekstraksiyon denemelerinde
ekstraktlardaki rebaudiosid A oranlari sirastyla kuru maddede % 14,79-15,61, % 13,58-
14,69, % 13,26-14,33 araliginda degisim gostermistir. Sicaklik, ekstrakttaki rebaudiosid
A’nin saflik oranini istatistiksel olarak 6nemli diizeyde etkilemistir (P<0,05). Calismada
incelenen diger bir steviol glikozid olan stevioside benzer olarak ayni bitki/su orani ve
stire kosullarinda rebaudiosid A’ nin da saflik orani yiiksek sicaklikta daha az olurken,
diistik sicaklikta daha fazla olmustur.

4.1.3.2. Siirenin ekstraksiyon iizerine etkisi

Kati-sivi ekstraksiyonu kati haldeki matrikse niifuz eden secici bir ¢dzgenin
kiitle transferi yoluyla katidan istenen bilesen ya da bilesenleri ¢cozmesi ve ayirmasi ile
gerceklesmektedir. Kati matrikse ¢oziicli ilave edildigi zaman Ornekteki bilesenler
coziicliye difiize olmaya baslar ve iki faz arasinda denge olustugundan kiitle transferi
yavaglar ve zamanla durur. Sicakligin artis1 bu siireyi kisaltan bir etmendir. 15, 60 ve
105 dak stireyle gerceklestirilen ekstraksiyonlarda ekstraklarin icerdigi steviosid miktari
sirastyla 2341-8972 mg/L, 2393-10655 mg/L ve 2521-10196 mg/L, rebaudiosid A
miktar1 sirasiyla 1716-5902 mg/L, 1711-7271 mg/L ve 1760-6714 mg/L, toplam kuru
madde miktar1 sirasiyla 12,28-41,77 g/L, 11,00-50,74 g/L ve 12,47-46,49 araliginda
degisim gostermistir. Siire, ekstraktin steviosid ve toplam kuru madde miktarlari tizerine
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde etkili bulunurken (P<0,05), rebaudiosid A miktari
tizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmamustir.

15, 60 ve 105 dak siireyle gerceklestirilen ekstraksiyonlarda elde edilen
ekstraktlarda steviosidin saflik orani sirastyla kuru maddede % 19,06-22,39, % 19,32-
21,75, % 20,10-22,62, ekstraktlardaki rebaudiosid A oranlari ise sirasiyla kuru maddede
% 13,97-15,00, % 13,58-15,56, % 13,26-15,61 araliginda degisim gdstermistir.

25 °C sicaklik, 1/25 bitki/su oram1 kosularinda 15 dak ve 105 dak siireyle
gerceklestirilen ekstraksiyonlarda, ekstraksiyon siireleri kiyaslandiginda 15 dakikada
elde edilen ekstraktta steviosid ve rebaudiosid A’nin saflik diizeyi sirasiyla % 22,39 ve
% 15,0 olurken 105 dakikada elde edilen ekstraktta bu degerler sirasiyla % 22,62 ve %
15,61 olmustur. Ayni bitki/su oraninda 75 °C’de ise 15 dak ekstraksiyon siiresinde elde
edilen ekstraktta steviosid ve rebaudiosid A’nin saflik diizeyi sirastyla % 21,08 ve 13,97
iken, 105 dakikada bu degerler sirasiyla % 20,10 ve % 13,26 olarak belirlenmistir.
Denemede kullanilan en diigiik sicaklik degeri olan 25 °C’de ekstraksiyon siiresinin
artis1 hedef bilesenlerin saflik diizeyini arttirirken, 75 °C sicaklikta azalmasina neden
olmustur. Siire, hem steviosid hem de rebaudiosid A’nin saflik diizeyi acisindan
istatistiksel olarak dnemli bulunmamustir.
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4.1.3.3. Bitki/su oraninin ekstraksiyon iizerine etkisi

Katt sivi ekstraksiyonda bitki/su oraninin azalmasi yani ¢dziicii miktarinin
artmasi daha fazla maddenin ¢6ziilmesini sagladigindan ekstraksiyonu olumlu yonde
etkileyen degiskenlerden biridir.

1/10, 1/25 ve 1/40 gibi farkli bitki/su oranlart kullanilarak yapilan ekstraksiyon
denemeleri sonucu elde edilen ekstraktlarda steviosid miktar1 sirasiyla 8972-10655
mg/L, 3790-4399 mg/L ve 2341-2529 mg/L, rebaudiosid A miktar: sirasiyla 5902-7271
mg/L, 2539-2902 mg/L ve 1711-1857 mg/L, toplam kuru madde miktar1 ise sirasiyla
41,77-50,74 g/L, 16,93-21,89 g/L ve 11,00-13,10 g/L araliginda degisim gostermistir.

Stevia yapraklarindan steviosid ve rebaudiosid A’ nin ekstraksiyonunda bitki/su
oranindaki degisim steviosidin saflik diizeyi agisindan istatistiksel olarak Onemli
bulunurken (P<0,05), rebaudiosid A’nin saflik diizeyi agisindan 6nemli bulunmamastir.
1/10, 1/25 ve 1/40 bitki/su oranlarinda yiiriitiilen ekstraksiyonlar sonucu elde edilen
ekstraktlarda steviosidin saflik diizeyi sirasiyla kuru maddede % 21,00-21,93, % 20,10-
22,62 ve % 19,06-21,75, rebaudiosid A’nin saflik diizeyi ise sirasiyla kuru maddede %
14,13-14,79, % 13,26-15,61 ve % 13,98-15,56 araliginda degisim gostermistir.

4.1.3.4. Cevap yiizey metodunun modellenmesi

Stevia yapraklarindan steviosid ve rebaudiosid A’nin ekstraksiyonunun
gerceklestirildigi bu calismada “Full Quadratic” cevap ylizey metodu kullanilmistir.
Kullanilan modeldeki degiskenler; sicaklik (°C), siire (dakika) ve bitki/su orani olarak
belirlenmistir. “Design—Expert” programindaki Cevap Yiizey Metodu kullanilarak
steviosidin (Cizelge 4.4) ve rebaudiosid A’nin (Cizelge 4.5) saflik oranlari igin
gelistirilen regresyon esitlikleri incelenmistir.

Cizelge 4.4. Steviosidin saflik orani i¢in tahmin edilen regresyon

katsayilar

Terim Katsayilar P

Sabit 21,14 0,0549
A -0,87 0,0074*
B 0,11 0,6164
C -0,72 0,0157*
AB -0,31 0,3303
AC -0,44 0,1843
BC 0,18 0,5629
A? 0,34 0,3070
B2 0,068 0,8276
C? -0,54 0,1269

* P<0,05
Regresyon analizi sonucu sicaklik (A), siire (B) ve bitki/su oran1 (C) faktorlerine

bagl olarak steviosidin saflik orani (g/100 g kuru madde) igin elde edilen ikinci
dereceden polinom esitlik Denklem 4.1°de verilmistir.
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Steviosid saflik orani
=21,14-0,87A+0,11B - 0,72C — 0,31AB — 0,44AC + 0,18BC
+ 0,34A% + 0,068B? — 0,54C?
(4.1)

Bu modelin R? degeri 0,89 olarak belirlenmistir. Bu da; ek varyasyonlarmim
% 89’unun model tarafindan tam temsil edildigi anlamina gelmektedir. Modelin uyum
eksikligi (lack of fit) degeri ise 0,0596 olarak bulunmustur. Uyum eksikligi degerinin
istatistiksel agidan Onemsiz oldugu goriilmektedir. Ayrica ekstraksiyon sicakligi ve
bitki/su orani steviosidin saflik oranini istatistiksel olarak onemli seviyede (P<0,05)
etkilemistir (Cizelge 4.4).

Regresyon analizi sonucu sicaklik (A), siire (B) ve bitki/su oran1 (C) faktorlerine
bagli olarak rebaudiosid A’nin saflik orani (g/100 g kuru madde) i¢in elde edilen ikinci
dereceden polinom esitlik Denklem 4.2°de verilmistir.

Rebaudiosid A saflik orani
= 14,12 — 0,65A + 0,044B + 0,017C — 0,33AB — 0,23AC — 0,043BC
+ 0,44A% — 0,10B? + 0,15C?

(4.2)
Cizelge 4.5. Rebaudiosid A’nin saflik orani i¢in tahmin edilen regresyon
katsayilar1
Terim Katsayilar P
Sabit 14,12 0,1672
A -0,65 0,0114*
B 0,044 0,8037
C 0,017 0,9208
AB -0,33 0,2193
AC -0,23 0,3741
BC -0,043 0,8631
A? 0,44 0,1302
B2 -0,10 0,6926
C? 0,15 0,5698

* P<0,05

Rebaudiosid A nin saflik orani igin modelin R? degeri 0,82 olarak belirlenmistir.
Buna gore 6rnek varyasyonlarmin % 82°si model tarafindan tam temsil edilmektedir.
Modelin uyum eksikligi (lack of fit) degeri ise 0,7114 olarak bulunmustur. Uyum
eksikligi degerinin istatistiksel a¢idan Onemsiz (P>0,05) oldugu goriilmektedir.
Ekstraksiyon sicakligimmin rebaudiosid A’nin saflik diizeyi iizerine etkisi istatistiksel
olarak 6nemli (P<0,05) bulunmustur (Cizelge 4.5).

Cevap yiizey metodunun olusturdugu deneme deseninde belirlenmis olan
kosullarda gergeklestirilen ekstraksiyonlarda steviosidin saflik orani i¢in ulasilan
deneysel degerler ile Denklem 4.1°de verilen regresyon esitligine gore program
tarafindan tahmin edilen degerler arasindaki iliski Sekil 4.7’de, rebaudiosid A’ nin
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saflik oranmi i¢in ulasilan deneysel degerler ile Denklem 4.2’de verilen regresyon
esitligine gore program tarafindan tahmin edilen degerler arasindaki iliski ise Sekil
4.8’de verilmistir.

Steviosid saflik oram (%)

23 - P
5 22
2
S 21 -
k5
E 20 - y = 0,8913x + 2,2909
£ 2 R>=0,8913
<=
S 191 *®
18 : : : . .
18 19 20 21 22 23

Deneysel degerler

Sekil 4.7. Cevap yiizey yontemi deneme desenine goére gergeklestirilen Stevia
ekstraksiyonlari sonucu deneysel olarak elde edilen ve tahmin edilen
steviosid saflik oran1 degerleri

Rebaudiosid A saflik orani (%)
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Deneysel degerler

Sekil 4.8. Cevap yiizey yontemi deneme desenine goére gergeklestirilen stevia
ekstraksiyonlari sonucu deneysel olarak elde edilen ve tahmin edilen
rebaudiosid A saflik orani degerleri

Deneme desenine gore ii¢ boyutlu cevap yiizey grafikleri Design-Expert
programinda g¢izilmistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Grafiklerde, degiskenlerden biri
merkez noktada sabit tutulurken, yanitlar ile diger iki degisken arasindaki iliski
incelenmistir.
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Sekil 4.9. Ekstraksiyonda steviosid saflik diizeyi degerine bagli cevap yiizey grafikleri
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Bitki/su orani= 1/25
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Sekil 4.10. Ekstraksiyonda rebaudiosid A saflik diizeyi degerine bagli cevap ylizey
grafikleri
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Sekil 4.9°da goriildiigii lizere bitki/su oraninin sabit oldugu orta noktada (1/25)
steviosidin ekstrakttaki saflik diizeyi sicaklik artisiyla azalirken, ekstraksiyon siiresinin
artistyla artmaktadir. Siirenin orta noktada (60 dak) sabit tutulmasiyla elde edilen
grafikte steviosidin saflik diizeyi sicaklik artisiyla azalmig, su oraninin artmasiyla
(bitki/su oraninin azalmasiyla) ise belli bir noktaya kadar artis gostermis ardindan
azalmaya baslamigtir. Sicakligin 50 °C’de sabit tutuldugu grafikte ise steviosidin saflik
diizeyi ekstraksiyon siiresine bagli olarak ciddi bir degisim gostermezken, su oraninin
artmasiyla (bitki/su oraninin azalmasi) ekstrakttaki steviosidin saflik diizeyi azalmistir.

Sekil 4.10’da rebaudiosid A’nin saflik diizeyi incelendiginde bitki/su oraninin
sabit oldugu orta noktada (1/25) sicakligin artmasiyla belirgin azalmanin ardindan
sabitlenme egilimi goriilmektedir. Siirenin sabit tutuldugu noktada ise (60 dak) sicaklik
artis1 rebaudiosid A’nin saflik oranini azaltirken, bir 6nceki grafikte oldugu gibi belli bir
sicakliktan sonra sabitlenme egilimi olmustur. Ekstraksiyonda kullanilan su miktarinin
artmast (bitki/su oraninin azalmasi) ise rebaudiosid A’ nin saflik oranini artirmistir.
Ekstraksiyon sicakligi i¢in orta deger olan 50 °C’nin sabitlenmesiyle elde edilen grafige
bakildiginda hem siire hem de su oranindaki artis ekstraktin rebaudiosid A a¢isindan
saflik diizeyini artirmistir.

Stevia ekstraksiyonu i¢in mevcut c¢esitli yontemler arasinda, herhangi bir
kimyasal girdi kullanimi1 olmadigindan, ¢6zgen olarak suyun kullanildig: ekstraksiyon
prosesleri saglik acisindan daha giivenli olmaktadir. Das vd (2015a) rebaudiosid A
ekstraksiyonu Tlizerine yaptiklari calismalarinda ¢ozgen olarak su kullanmislardir.
Denemeler 50-80 °C sicaklik, 15-75 dak ekstraksiyon siiresi, 2/100-5/100 bitki/su oran1
degerleri arasinda gergeklestirilmistir. Arastirmacilar, 70 °C’ye kadar olan sicaklik
artisinin rebaudiosid A verimini artirirken, 70 °C’nin tizerindeki sicakliklarda muhtemel
bir bozulma nedeniyle rebaudiosid A veriminin distiiginii bildirmislerdir. Ayrica
caligma kapsaminda farkli sicakliklarda partisyon katsayis1 degerleri de incelenmis ve
70 °C’den sonra partisyon katsayisinin azaldigi rapor edilmistir. Bu durum steviosid ve
rebaudiosid A polar yapida olduklarindan yiiksek sicaklikta ¢oziinirliklerinin
azalmasiyla iliskilendirilmistir. Aymi c¢aligmada bitki/su oranimnin azalmasi ve
ekstraksiyon siiresinin artmasiyla rebaudiosid A veriminin arttif1 belirlenmistir.
Optimizasyon sonucu en yiiksek (% 73,12) verim degerine 71 °C’de % 2,36 bitki/su
orani kullanilarak 51 dak ekstraksiyon siiresinde ulasilabilecegi bildirilmistir.

Afandi vd (2013) ¢6zgen olarak etanol kullandiklari caligma sonucunda
rebaudiosid A ekstraksiyonu i¢in optimum sicaklik degerinin 50 °C oldugunu ifade
etmiglerdir. 50 °C’nin iizerindeki sicakliklarda rebaudiosid A’nin muhtemel bir
oksidasyon sonucu miktarmin azaldigi ortaya konmustur. Bunun yaninda 40 °C’nin
tizerindeki sicakliklarda istenmeyen bilesiklerin ekstrakta gecisinin artmasina bagh
olarak rebaudiosid A’nin saflik diizeyinde de azalma belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada
arastiricilar 50 °C’de 1/15 bitki/su oraninda gergeklestirilen ekstraksiyonda 90 dak
ekstraksiyon siiresi sonunda rebaudisosid A veriminin maksimuma (2,24 g/100 g kuru
yaprak) ulastigini, artan siirenin verimi degistirmedigini bildirmislerdir.

Abou-Arab vd (2010) rebaudiosid A’nin sudaki ¢oziiniirliigi steviosidin sudaki

coziiniirliglinden fazla oldugundan ekstraksiyon i¢in daha iyi bir ortam oldugunu
bildirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada 65 °C ekstraksiyon sicakliginda 1/15 ile 1/75
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araliginda degisen farkli bitki/su oranlar1 kullanmiglardir. Bitki/su orani azaldik¢a yani
ekstraksiyonda kullanilan su miktar1 arttik¢a steviosid igeriginde artis olurken, toplam
¢Oziinlir kuru madde igeriginde azalma oldugunu bildirmislerdir. Steviosid igeriginin
maksimum (7,53 g/100 g yaprak) oldugu noktada optimum bitki/su oran1 1/35 olarak
bulunurken, 1/75 bitki/su oranina kadar gergeklestirilen ekstraksiyonlarda steviosid
icerigindeki artigin 6nemli diizeyde olmadig1 rapor edilmistir.

Rai vd (2012) steviosid ekstraksiyonunun optimizasyonu i¢in bitki/su orani (1/5-
1/20), siire (10-120 dak) ve sicaklik (30-90 °C) kullandiklar1 ¢alismalarinda, optimum
steviosid ekstraksiyonunun (10,45 g/100 g kuru yaprak) 78 °C sicaklik, 56 dak
ekstraksiyon siiresi ve 1/14 bitki/su oran1 kosullarinda gercgeklestigini bildirmislerdir.
Ekstraksiyonda kullanilan su miktar arttik¢a yapraklardaki steviosidin daha fazlasinin
ekstrakte edilebildigi, ancak belli bir smirin {izerinde su miktarindaki artisin
ekstraksiyon verimini dnemli diizeyde etkilemedigi rapor edilmistir.

4.1.3.5. Cevap yiizey metodu ile belirlenen optimum islem kosullari

Cevap ylizey metodu kullanilarak optimum kosullarin belirlenmesinde steviosid
ve rebaudiosid A igin saflik orani degerleri kullanilmistir. Bu amagla cevap ylizey
metodunun olusturdugu deneme desenine gore yiiriitiilen ekstraksiyon denemeleri
sonucunda steviosid ve rebaudiosid A bilesenlerinin saflik oranlarinin maksimum
oldugu optimum tiretim kosulu Design-Expert programinda belirlenmistir. Model birden
fazla optimum kosul belirlemis ve bu kosullarda gerceklestirilen ekstraksiyonlar sonucu
model tarafindan tahmin edilen ve deneysel olarak elde edilen saflik oram1 degerleri
Cizelge 4.6.’da gosterilmistir. Programin belirledigi optimum kosullardan, istenilen
hedefe ulasma indeksi olarak bilinen d degeri (desirability) 0,9’un {izerinde olanlar
secilerek uygulanmistir. Bu deger O ile 1 arasinda degismekte olup, 1 ideal kosullari, 0
ise yanitin kabul edilebilir limitlerin disinda oldugunu ifade etmektedir.

Cizelge 4.6. Stevia i¢in belirlenen optimum ekstraksiyon kosullarinda steviosid ve
rebaudiosid A i¢in tahmin edilen ve gerceklesen saflik orani degerleri

Kosullar Steviosid verimi Rebaudiosid A verimi
(%) (%)

Sl:f é{;lk (Sdl;f) Bitki/su oram T;E Ir:;}n Gerg¢eklesen 'I;adf; |r2rl1n Gergeklesen
25 105 1/25,9 22,81 21,04 15,62 14,81
25 105 1/20,0 22,81 21,34 15,49 14,49
25 105 1/17,5 22,74 22,75 15,44 14,02
25 103 1/14,4 22,62 21,82 15,40 14,16
25 101 1/27,6 22,71 23,00 15,62 15,67

Elde edilen sonuglar incelendiginde en yiiksek steviosid ve rebaudiosid A saflik
orani degerlerine 25 °C sicaklik, 101 dakika ekstraksiyon siiresi ve 1/27,6 bitki/su orani
kosullarinda ulasildig1 goriilmektedir. Dekantor ekstraksiyonun ilk agsamasi olan stevia
yapraklarindan tathi bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in gergeklestirilen denemeler sonrasi
elde edilen bu sonug pilot dlgekteki dekantor sisteminde uygulanmis ve dekantasyon
devir sayisinin optimizasyonu bu sistemde yapilmaistir.
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4.1.4. Dekantor ekstraksiyonu ve dekantor devir sayis1 degisiminin ekstraksiyon
iizerine etkisi

Optimizasyon caligmasinda elde edilen sonuglara gore 25 °C sicaklik, 101
dakika ekstraksiyon siiresi ve 1/27,6 bitki/su oran1 kosullarinda gergeklestirilen dekantor
ekstraksiyonunda 4500, 4900 ve 5280 devir/dak olmak {iizere ii¢ farkli devir hizinda
denemeler gergeklestirilmis olup devir hizinin etkisi bu agsamada arastirilmistir. Cihazin
mimumum c¢alisma devir hiz1 4500 devir/dak, maksimum c¢alisma devir hiz1 ise 5280
devir/dak’dir. 4900 devir/dak’da bu iki degerin ortalamasi oldugundan tercih edilmistir.
Ik olarak sistemde ekstraksiyonun gerceklestigi malaksdr kismma 7,25 kg kuru stevia
yapragt ve 200 L su beslenmis ve belirlenen optimum kosullarda ekstraksiyon
tamamlandiktan sonra dekantasyon asamasinda 4500, 4900 ve 5280 devir/dak devir
hizlarinda denemeler gerceklestirilerek stevia ekstraktlar: elde edilmistir.

Uc farkli devir hizinda gergeklestirilen denemelerden elde edilen ekstraktlarda
TKM miktari, steviosid ve rebaudiosid A konsantrasyonu ve bu bilesiklerin saflik orani
degerleri Cizelge 4.7°de, bu degerlere ait varyans analizi sonuglar1 ise Cizelge 4.8’de
verilmistir. Cizelge 4.8 incelendiginde devir sayisinin incelenen tiim paramatreler
tizerine olduk¢a 6nemli diizeyde etkisi oldugu goriilmektedir (P<0,01).

Cizelge 4.7. Dekantoér devir sayisina bagli olarak stevia ekstraktlarinin igerdigi
steviosid, rebaudiosid A, toplam kuru madde miktarlar1 ve hedef
bilesenlerin saflik oranlar1

Devir G- Toplam Steviosid

. Steviosid Rebaudiosid A Reb. A saflik
sayisi kuvveti (mg/L) (mg/L) kuru madde saflik orani oram (%)
(devir/dak)  (g) g g (g/L) (%) o
4500 2264  1080.82°+14.59 761.34°£23.03 5.96°+0.13  18.15°+0.14 12.77°+0.11
4900 2684  1919.18°+12.77 1417.17°+13.82  9.83°+0.08 19.53°+0.28 14.43°+0.25
5280 3117 2507.35%+24.20 1801.93%24.01 11.44%+0.03 21.92%+0.18 15.75%+0.17

Aynui siitundaki farklr harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Devir sayisinin 4500, 4900 ve 5280 devir/dak (sirasiyla, 2264, 2684 ve 3117 g)
olarak uygulandigi denemelerden elde edilen Orneklerde steviosid miktar1 sirasiyla
1080.82, 1919.18, 2507.35 mg/L, rebaudiosid A miktar1 ise sirasiyla 761,34, 1417,17,
1801,93 mg/L olarak belirlenmistir. Dekantor devir sayisindaki artisa bagli olarak hedef
bilesenlerin hem konsantrasyon hem de verim degerlerinde Onemli diizeyde artis
meydana gelmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.8. Dekantor devir sayisina bagli olarak stevia ekstraktlarinin TKM miktari,
steviosid ve rebaudiosid A konsantrasyonu ve bu bilesiklerin saflik orani
degerlerine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon

SD KO F
Kaynaklan
L Devir sayist 2 2055859,57 1603,17**
Steviosid Hata 9 1282,37
.. Devir sayist 2 1107309,22 639,81**
Rebaudiosid A Hata 9 1730.69
Toplam kuru madde Devir sayist 2 31,73 1053,86**
Hata 9 0,03
Steviosid saflik oran Devir sayist 2 14,55 85,565**
Hata 9 0,17
Rebaudiosid A saflik Devir sayisi 2 8,95 63,63**
orani Hata 9 0,14

(**), P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Calismada kullanilan stevia yapragmin kuru madde miktar1 % 94,72, kuru
yapragin igerdigi steviosid ve rebaudiosid A miktarlart ise sirasiyla % 11,01 ve % 5,46
olarak belirlenmistir. Yapilan denemelerde dekantasyon sonrasi kalan posanin % 93,53
kuru madde igerdigi, ekstraktin katidan basarili bir sekilde ayrildigr gorilmiistiir.
Calisma hiz1 5280 devir/dak oldugunda elde edilen ekstraktta steviosidin saflik diizeyi
% 21,92 olurken, rebaudiosid A’nin saflik diizeyi % 15,75 olmustur. Dekantérde hedef
steviol glikozidler agisindan verim degeri yaklasik % 73,1 olarak belirlenmistir. 100 g
kuru yapraktan elde edilen steviol glikozid miktar1 ise 12,04 g olarak hesaplanmustir.

Liu vd (2010) yaptiklar1 ¢alismada kullandiklar1 kuru stevia yapraginin steviosid
ve rebaudiosid A miktarlarini sirastyla % 16,4 ve % 12,1 olmak iizere toplam % 28,5
oraninda steviol glikozid igerdigini bildirmislerdir. Stevia yapraginin ultrasonikasyon
destekli ekstraksiyonunun gergeklestirildigi c¢alismada optimum  ekstraksiyon
parametreleri 68 °C sicaklik, 60 W sonikasyon giicii ve 32 dak ekstraksiyon siiresi
olarak belirlenmistir. Bu kosullarda elde edilen ekstraktta toplam steviol glikozid verimi
16,90 g/100 g kuru yaprak olarak rapor edilmistir. Bu sonug baslangig steviol glikozid
igerigine oranlandiginda optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen verim ancak %
59,3’ e ulasabilmistir.

Erkucuk vd (2009) siiperkritik akigkan ekstraksiyonu metoduyla stevia
yapraklarinin ekstraksiyonunu gerceklestirdikleri ¢aligmalararinda optimum sartlarda
steviosid ve rebaudiosid A verimlerini sirasiyla 41,10 mg/g kuru yaprak ve 18,80 mg/g
kuru yaprak olarak bildirmislerdir.

Yildiz-Ozturk vd (2014) steviol glikozidlerin ekstraksiyonunu subkritik su
ekstraksiyonuyla gerceklestirdikleri caligmalarinda kuru stevia yapragindan 38,64 mg/g
steviosid, 35,68 mg/g rebaudiosid A olmak iizere toplam 74,35 mg/g steviol glikozid
verimine ulastiklarini bildirmislerdir. Ayni arastiricilar yaptiklar1 bagka bir caligmada
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ise steviol glikozidlerin mikrodalga ve ultrasonik destekli ekstraksiyonlarini
gerceklestirmis ve her iki proses i¢in optimum kosullarda sirasiyla 21,21 mg/g kuru
yaprak ve 14,90 mg/g kuru yaprak diizeyinde steviol glikozid verimi rapor etmislerdir
(Yildiz-Ozturk vd 2015).

Teo vd (2009) calismalarinda stevia yapraklarmin basingli sicak su ve
mikrodalga  destekli  ekstraksiyonlarim1  arastirmislardir.  Basingli  sicak  su
ekstraksiyonundan elde edilen en yiiksek verim degerleri 1,45 g steviosid/100 g ve
1,449 rebaudiosid A/100 g kuru yaprak olurken, mikrodalga destekli ekstraksiyonda en
yikksek verim 2,14 g steviosid/100 g ve 2,08 g rebaudiosid A/100 g oldugu
bildirilmistir.

Bagka bir ¢alismada stevia yapraklarinin mikrodalga destekli ve ultrases destekli
ekstraksiyonlar1 karsilastirilmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam steviol
glikozid verimi 10,98 g/100 g kuru yaprak olurken, ultrases destekli ekstraksiyonda bu
deger 6,18 g/100 g kuru yaprak olarak bildirilmistir (Jaitak vd 2009).

Literatiirde steviol glikozidlerin gelismis ekstraksiyon teknikleri kullanilarak
elde edilmesine yonelik yapilmis calismalarla kiyaslandiginda, bu calismada
gerceklestirilen  dekantor ekstraksiyonuyla yapraklarda bulunan hedef steviol
glikozidlerin % 73’linilin ekstrakte edilebildigi ve 12,04 g/100 g kuru yaprak diizeyinde
toplam steviol glikozid veriminin elde edildigi, bu agidan dekantér ekstraksiyonunun
endiistriyel liretime uygun ve ¢evre dostu bir yontem oldugu goriilmektedir.

Calismanin bundan sonraki basamaklarina istatistiksel olarak hedef bilesenlerin
en yiiksek saflikta bulundugu 5280 devir/dak ¢alisma hizinda elde edilen ekstraktla
devam edilmistir. Bu ekstraktin TFM miktari, antioksidan kapasitesi, berraklik diizeyi
ve renk degerleri Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Dekantérden 5280 devir/dak devir hizinda elde edilen stevia ekstraktinin
bazi fizikokimyasal 6zellikleri

Transmittans Renk

TFM (mg/L) TEAK (mg/L) (%) - " n

1144,03+26,41 1915,79+40,56  6,13+0,13 0,25+0,01 0,55+0,01 0,33+0,03

4.2. Lakkaz ve PVPP Uygulamalarinin Dekantor Ekstraktinin Fizikokimyasal
Ozellikleri Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Dekantoérde optimum ekstraksiyon kosullarinda (25 °C sicaklik, 101 dakika
ekstraksiyon siiresi, 1/27.6 bitki/su oran1 ve 5280 devir/dak calisma hizi) elde edilen
ekstrakta yalnizca sicak durultma ve sicak durultmaya ilaveten lakkaz enzimi ilave
edildikten sonra farkli konsantrasyonlarda PVPP uygulamasiyla denemeler
gerceklestirilmistir.  Yapilan analizler sonucu wulasilan veriler degerlendirilerek
uygulanan PVPP konsantrasyonunun incelenen fiziksel ya da kimyasal parametreler
tizerine etkisi belirlenmistir.
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4.2.1. Lakkaz enziminin uygulama kosullarinin belirlenmesi

Ekstrakta ilave edilen lakkaz enziminin miktar1 ve uygulama siiresi 6n
denemelerle belirlenmistir. Enzim uygulamasi ekstraktin igerdigi fenolik bilesiklerin
oksidasyonu ve polikondensasyonunu sagladigindan enzim miktar1 ve uygulama siiresi
optimize edilirken belli zaman araliklarinda alinan Orneklerde rengin koyulagsmasina
bagli olarak 420 nm’de 6lgiilen absorbans degerindeki artma (Sekil 4.11) ve drneklerin
toplam fenolik madde igerigindeki azalma (Sekil 4.12) takip edilerek optimum
uygulama kosullar1 belirlenmistir.

Sekil 4.11 incelendiginde 100 pL/L ve 250 pL/L dozajlarinda enzim
uygulamasinin 420 nm’de belirlenen absorbans degerini hizli bir sekilde artirdigi ve
uygulamanin 4. saatinden itibaren 50, 100 ve 250 pL/L enzim uygulamalarmin verdigi
absorbans degerlenin ayni seviyeye ulasip sabitlenmeye basladigi goriilmektedir.
Zamana bagl olarak TFM miktarindaki degisime bakildiginda 100 uL/L ve 250 pL/L
dozajinda enzim uygulanan 6rneklerin TFM miktarlar1 4 saat siire sonunda neredeyse
ayn1 seviyeye ulasmis ve 6 saate kadar sabit kalmistir (Sekil 4.12). Bu sonuglar dikkate
alindiginda uygulanan enzim miktarin1 250 pL/L’ye ¢ikarmanin anlamli bir etkisinin
olmadigi; 100 pL/L dozajinda lakkazin 4 saat siireyle uygulanmasinin yeterli oldugu
diisiiniilerek ¢alismanin ana islem basamaklarinda enzim uygulama miktar1 ve siiresi bu
sekilde esas alinmistir.

1,20 -

1,00 N4 W x Hﬁ
ook x X X X i w o B S L A
0,60 . o, e

Absorbans (420 nm)
o
N
o
&

0,00 T T T T T T T T T T T 1 Siire (dk)
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

@ 25 mikroL/L W50 mikroL/L 100 mikroL/L X250 mikroL/L

Sekil 4.11. Lakkaz uygulanmis stevia ekstraktinin 420 nm’de Olgiilen absorbans
degerinde zamana bagl gerceklesen degisim
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Sekil 4.12. Lakkaz uygulanmig stevia ekstraktinin TFM igeriginde zamana bagl
gerceklesen degisim

4.2.2. PVPP uygulamasimnin ekstraktlarda toplam kuru madde (TKM) miktar
iizerine etkisi

Dekantorden elde edildikten sonra 6n temizleme amaciyla durultma uygulanmis
stevia ekstraktinin bir kismina lakkaz enzimi uygulanip, bir kismina uygulanmadan %
0,1, 0,5, 1 ve 2 oranlarinda PVPP ile muamele edilmstir. Yapilan uygulamalardan elde
edilen 6rneklerde belirlenen toplam kuru madde miktarlar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.
Buna gore lakkaz uygulanmamis 6rneklerde toplam kuru madde miktar: 8,62-10,60 g/L
arasinda degisirken lakkaz uygulanmig Orneklerde ise 8,97-10,41 g/l arasinda
degismistir.

Cizelge 4.10. Farkli oranlarda PVPP uygulanmig stevia
ekstraktlarinin igerdigi toplam kuru madde
miktarlar

PVPP dozaji  Toplam kuru madde

Uygulama (%) (g/L)

0 10,60%+0,16

0,1 9,79°4+0,13

Durultma 0,5 9,279+0,05
1 8,84°+0,11

2 8,62"+0,13
0 10,41%2+0,13

0,1 10,19°+0,08

Durultma+Lakkaz 0,5 9,59°+0,09
1 9,13%+0,02

2 8,97%%+0,07

Aynu siitundaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli
oldugunu gosterir.
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Toplam kuru madde miktarinin lakkaz enzimi uygulamasi ve kullanilan PVPP
dozajma gore degisiminin istatistiki olarak incelendigi varyans analizi sonuglar1 Cizelge
4.11°de, Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 ise Cizelge 4.12°de verilmistir.
Varyans analizi sonucu her iki faktoriin etkisi de 6énemli (P<0,01) bulunurken, bu iki
faktoriin ikili interaksiyonunun toplam kuru madde miktarindaki degisimi Onemli
seviyede etkilemedigi belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.12 incelendiginde ise durultma sonrasi lakkaz enzimi kullanilmasinin
ornek grubunun toplam kuru madde igerigi iizerine 6nemli (P<0,05) diizeyde etkisi
oldugu goriilmektedir. Kontrol grubunda toplam kuru madde miktar1 9,42 g/L iken,
lakkaz uygulanmis Ornek grubunda 9,66 g/l olmustur. Artan dozajlarda PVPP
uygulamasinin da 6rnek gruplarinin toplam kuru madde diizeyinin 6nemli seviyede
azalmasina neden oldugu goriilmektedir. PVPP ile muamele edilmemis kontrol
grubunda toplam kuru madde miktar: ortalamasi en yiiksek (10,50 g/L), % 2 oraninda
PVPP ile muamele edilmis 6rnek grubunun ki en diistiktiir (8,79 g/L).

Cizelge 4.11. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinin PVPP dozajina
bagli olarak TKM miktar1 degerlerine ait varyans analizi

sonugclari
Varyasyon Kaynaklar1 SD KO F
Yontem (Y) 1 0,57 12,31**
PVPP dozaj1 (D) 4 3,99 86,84**
Y xD 4 0,11 2,5

(™), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Cizelge 4.12. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarmin PVPP dozajina bagh olarak
TKM miktar1 degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma
testi sonuglari

Durultma Durultma+Lakkaz
Uygulama .
9,42°+0,17 9,66°+0,13
) 0 0,1 0,5 1 2
PVPP dozaji
10,50%+0,10 9,99°+0,11 9,43°+0,08 8,9841+0,08 8,799+0,09

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

4.2.3. PVPP uygulamasinin ekstraktlarda steviosid ve rebaudiosid A bilesenlerinin
saflik diizeylerine etkisi

Yalnizca durultma ve hem durultma hem de lakkaz uygulanmis ekstraktlarda
adsorban olarak dort farkli oranda (% 0,1, % 0,5, % 1 ve % 2) PVPP kullanildiktan
sonra elde edilen steviosid ve rebaudiosid A miktarlar1 ve bu veriler kullanilarak
hesaplanmis olan hedef bilesenlerin saflik diizeylerinde meydana gelen degisimler
Cizelde 4.13°de verilmistir.
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Cizelge 4.13 incelendiginde yapilan uygulamalarin hem kontrol grubunda hem
de lakkaz uygulanmis 6rnek grubunda steviosid ve rebaudiosid A miktarlarini azalttigi
goriilmektedir. Steviosid ve rebaudiosid A’nin kuru madde bazinda saflik oranlarinin ise
kontrol 6rneginde % 0,1, 0,5, 1 ve 2 oranlarinda PVPP uygulamalariyla giderek arttig
belirlenmistir. Lakkaz enziminin uygulandigi Ornekte de benzer sekilde PVPP ile
muamele edilmis 6rneklerde kontrole gore artis belirlenmistir. PVPP dozajinin artist %
2’ye kadar hedef bilesenlerin saflik diizeyini artirmistir. Daha 6nce toplam kuru madde
miktarindaki degisimin tartisildigt kisimda deginildigi iizere toplam kuru madde
miktari, steviosid ve rebaudiosid A miktarlarina gére daha fazla degisim gosterdiginden
ekstraktin hedef bilesenler agisindan saflik diizeylerinin oransal olarak arttig1
goriilmektedir. Hedef bilesenler agisindan en yiiksek safliktaki ekstrakt durultma sonrasi
% 2 oraninda PVPP uygulamasiyla elde edilmistir.

Cizelge 4.13. Lakkaz ve farkli oranlarda PVPP uygulanmig stevia ekstraktlarinin
icerdigi steviosid, rebaudiosid A miktarlar1 ve bu bilesenlerin saflik

oranlari
PVPP o Rebaudiosid A Steviosid Rebaudiosid
Uygulama dozaji Steviosid (mg/L) (mg/L) saflik oran1 A saflik oram
(%) (%) (%)
0 2384,59%+30,61 1671,56%+8,66 22,53b¢+() 56 15,79b°+0,28
0,1 2206,31"+34,42 1655,02b3+43,86 22,56"8¢+( 37 16,923+() 45
Durultma 0,5 2156,62%°+23,51 1611,63P%¢+41,12 23,27%%+0,23 17,392+0,45
1 2075,74°%9+35 50 1557,78b¢+45 13 23,502+0,23 17,63%+0,35
2 2036,73%+7,68 1522,47°°+7,69 23,64%+0,28 17,672+0,19
0 2062,78%9+84 58 1537,08¢+67,63 19,829+0,77 14,77°+0,59
0,1 1995,37%+28,13 1506,31°+31,92 19,59%+0,31 14,79°+0,33
Dt;“l!tkr:f’ 05 2022,079452,56  1497,76°439,90  21,08%+0,61  15,62%40,45
1 1973,719+82,06 1496,60°+55,78 21,62°+0,87 16,394+(),59
2 1979,54+63,45 1507,44°+55,26 22,06P¢+0,71 16,80 +0,61

Aynut stitundaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Dekantor ekstraktinin yapilan iki farkli uygulama sonrasi farkli oranlarda PVPP
ile muamelesi sonucu elde edilen 6rneklerde steviosid miktar1 degerlerine ait varyans
analizi sonuglar1 Cizelge 4.14’de, bu degerlerin ortalamalarina ait Duncan coklu
karsilagtirma testi sonuglar1 ise Cizelge 4.15°de verilmistir.

Cizelge 4.14 incelendiginde steviosid konsantrasyonu iizerine yontem (P<0,01) ve
PVPP dozaji (P<0,05) faktorlerinin etkisi 6nemli bulunurken, bu faktorlerin ikili
interaksiyonunun etkisi 6nemli bulunmamustir.

Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonucglarina gore PVPP ile muamele Oncesi
farkli uygulamalar yapilmig ekstraktlarin steviosid konsantrasyonlar1 birbirinden 6nemli
diizeyde (P<0,05) farkli bulunmus ve sadece durultma yapilmis 6rnek grubunun
steviosid konsantrasyonu (2172,00 mg/L) daha yiiksek olmustur. PVPP uygulanmamis
ve farkli dozajlarda PVPP uygulanmis Ornek gruplart kiyaslandiginda PVPP
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uygulamasimin orneklerin steviosid miktarinda 6nemli seviyede (P<0,05) azalmaya
neden oldugu goriilmektedir. Ancak uygulanan farkli PVPP dozajlarinin 6rneklerin
steviosid miktarni istatistiki olarak Onemli seviyede degistirmedigi belirlenmistir

(Cizelge 4.15).

Cizelge 4.14. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinin PVPP dozajina
bagl olarak steviosid miktar1 degerlerine ait varyans

analizi sonuglar1

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Yontem (Y) 1 273260,74 26,83**
PVPP dozaji (D) 4 57900,12 5,69*
Y xD 4 21609,16 2,12

(™), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder; (*), P<0,05 seviyesinde

farklilik ifade eder.

Cizelge 4.15. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinin PVPP dozajina bagl olarak
steviosid miktar1 degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu

karsilastirma testi sonuclari

Durultma Durultma+Lakkaz
Uygulama
2172,002+30,12 2006,69°+27,09
PVPP 0 0,1 0,5

1

dozaji 2223687371  2100,84°+44,86  2089,34"+36,84

2024,73+45,66

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gésterir.

Orneklerin rebaudiosid A miktar1 degerlerine ait varyans analizi sonuglari
Cizelge 4.16’da, bu degerlerin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonuglar1 ise Cizelge 4.17°de verilmistir. Cizelge 4.16 incelendiginde rebaudiosid A
konsantrasyonu {izerine yontem faktoriiniin etkisi istatistiki olarak 6nemli (P<0,01)
bulunurken, PVPP dozaj1 faktorii ve bu faktorlerin ikili interaksiyonunun etkisi 6nemli

bulunmamastir.

Cizelge 4.16. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinin PVPP dozajina
bagli olarak rebaudiosid A miktar1 degerlerine ait varyans

analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Yontem (Y) 1 89601,37 11,71**
PVPP dozaj1 (D) 4 10917,72 1,43
Y xD 4 6169,09 0,81

("), P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.
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Cizelge 4.17. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinin PVPP dozajina bagli olarak
rebaudiosid A miktar1 degerlerinin ortalamalarma ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuclari

Durultma Durultma+Lakkaz
Uygulama
1603,79%£18,74 1509,04°+20,81
PVPP 0 0,1 0,5 1 2

dozaji 1604,32%+40,52 1580,67%+37,69 1554,69%+34,15 1527,19%+35,17 1514,96%£25,98

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkl: oldugunu gosterir.

Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglarina gore sadece durultma uygulanmis
ve durultma islemine ek olarak lakkaz uygulanmis 6rnek gruplarinin rebaudiosid A
konsantrasyonlar arasindaki fark énemli (P<0.05) bulunmustur. Durultma sonrasi elde
edilen 6rnek grubunda ortalama 1603,79 mg/L olan rebaudiosid A konsantrasyonu,
lakkaz enziminin kullanildigi 6rnek grubunda azalarak ortalama 1509,04 mg/L’ ye
diismiistiir. PVPP ile muamelenin etkisi degerlendirildiginde ise PVPP uygulanmamis
ve farkli dozajlarda PVPP uygulanmis 6rneklerin rebaudiosid A konsantrasyonlarinin
istatistiki olarak 6nemli seviyede degismedigi tespit edilmistir.

Orneklerde steviosidin saflik diizeyleri degerlerine ait varyans analizi sonuglar
ve bu degerlerin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari sirasiyla
Cizelge 4.18 ve Cizelge 4.19°da verilmistir. Varyans analizi sonuglarma gore dekantor
ekstraktina PVPP oncesi durultma ve durultma sonrasi lakkaz enzimi uygulamalarini
iceren yontem faktoriiniin etkisi 6nemli (P<0,01) bulunurken, PVPP dozaji faktorii ve
iki faktoriin ikili interaksiyonun etkileri 6nemli bulunmamistir.

Cizelge 4.18. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinda PVPP dozajina
bagli olarak steviosidin saflik diizeyi degerlerine ait
varyans analizi sonuglari

SD KO F
Varyasyon Kaynaklari
Yontem (Y) 1 51,23 42,88**
PVPP dozaji (D) 4 5,19 4,34
YxD 4 0,65 0,55

("), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Cizelge 4.19. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinda PVPP dozajina bagli olarak
steviosidin saflik diizeyi degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu
karsilagtirma testi sonuglari

Durultma Durultma+Lakkaz
Uygulama
23,10%+0,18 20,83+0,35
) 0 0,1 0,5 1 2
PVPP dozaji
21,17°+0,68 21,08°+0,60 22,18M+0,52 22,55%0,55 22,85%0,47

Aymni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.
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Dekantor ekstraktinda lakkaz enzimi kullanilmadan sadece durultma isleminin
yapildig1 6rnek grubunda steviosidin saflik diizeyi ortalamasinin (% 23,10) daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Bunun yanmi1 sira PVPP uygulama dozajinin artmasiyla 6rnek

gruplarinin steviosid agisindan saflik diizeylerinin ortalamalar1 da artmaktadir (Cizelge
4.19).

Orneklerde rebaudiosid A' nin saflik diizeyleri degerlerine ait varyans analizi
sonuglari incelendiginde durultma ve durultma sonrasi lakkaz enzimi uygulamalarini
iceren yontem faktoriiniin etkisi 6nemli (P<0,01) bulunurken, PVPP dozaji faktoriiniin
ve iki faktoriin ikili interaksiyonun etkisi 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.20).

Sadece durultma ve durultmanin ardindan lakkaz uygulanmig 6rnek gruplari
arasinda Onemli diizeyde fark bulunurken, lakkaz uygulanmayan oOrnek grubunda
(%17.08) rebaudiosid A' nin saflik diizeyi ortalamasi daha yiiksek olmustur. PVPP
uygulamasi rebaudiosid A' nin saflik diizeyini artirirken, en yiiksek ortalamaya % 2
oraninda PVPP uygulanmig 6rnek grubunda (%17,23) ulasilmistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.20. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinda PVPP dozajina
bagl olarak rebaudiosid A' nin saflik diizeyi degerlerine
ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Yontem (Y) 1 19,78 24,44**
PVPP dozaj1 (D) 4 5,26 6,5

Y xD 4 0,55 0,68

(™), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Cizelge 4.21. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinda PVPP dozajina bagl olarak
rebaudiosid A'nin saflik diizeyi degerlerinin ortalamalarina ait Duncan
¢oklu karsilagtirma testi sonuglari

Durultma Durultma+Lakkaz
17,08%+0,21 15,67°+0,28
PVPP 0 0,1 0,5 1 2
dozaji 15,28+0,36 15,86°+0,48 16,50°%0,45 17,012+0,39 17,23%+0,34

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Uygulama

4.2.4. PVPP uygulamasinin ekstraktlarda toplam fenolik madde miktar1 (TFM)
iizerine etkisi

Orneklerin TFM miktarma ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.22°de, bu
degerlerin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 ise Cizelge
4.23’de verilmistir. Cizelge 4.22 incelendiginde tek bagina durultma ve durultma
ardindan lakkaz uygulamalarimin, kullanllan PVPP dozajlarinin  bunlarin ikili
interaksiyonunun stevia ekstraktlarinin TFM miktar1 {izerinde olduk¢a 6nemli seviyede
(P<0,01) etkisinin oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.22. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinda PVPP dozajina
bagl olarak TFM miktar1 degerlerine ait varyans analizi

sonugclari
SD KO F
Varyasyon Kaynaklari
Yontem (Y) 1 1206700,85 3404,91**
PVPP dozaj1 (D) 4 364217,12 1027,7**
Y xD 4 23432,33 66,12**

("), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Orneklerin TFM miktarlar1 ortalamalarina ait Duncan c¢oklu karsilastirma testi
sonuglar1 incelendiginde durultmanin ardindan lakkaz enzimi uygulanan Grneklerin
(317,76 mg/L) ve filtre yardimc1 maddesi olarak kullanilan PVPP dozajinin % 2 oldugu
orneklerin (282,90 mg/L) TFM miktar1 ortalamalarinin digerlerine gore daha diisiik
oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.23. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinda PVPP dozajina bagli olarak
TFM miktar1 degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma
testi sonuglari

Durultma Durultma+Lakkaz
665,142+£54,92 317,76°+33,05
PVPP 0 0,1 0,5 1 2
dozaji 809,88%+£93,98 597,67°+80,99 419,33°+53,81 347,46%+54,96  282,90°+45,86

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Uygulama

Dekantor ekstraktina sadece durultma ve durultma sonrasi lakkaz enzimi
uygulanan Orneklerin TFM igerikleri onemli diizeyde birbirinden farkli bulunurken
(P<0,05), farkli dozajlarda PVPP ile muamale edilen 6rneklerin TFM igerikleri iizerine
etkisi de istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05) (Cizelge 4.23).

Dekantorden elde edilen stevia ekstraktina sadece durultma ve durultma
ardindan lakkaz enzimi uygulanan ekstraktlarda farkli dozajlarda (% 0,1, % 0,5, % 1 ve
% 2) PVPP uygulamalar1 sonucu toplam fenolik madde miktarindaki degisim Sekil
4.13’de gosterilmistir. Dekantor ekstraktina durultma iglemi yapildiktan sonra PVPP
uygulanmamis ve % 0,1, % 0,5, % 1, % 2 oranlarinda PVPP uygulanmig 6rneklerin
TFM igerigi sirastyla 1057,29, 811,46, 561,25, 492,30 ve 403,38 mg/L olarak
belirlenirken, durultma sonrasi lakkaz enzimi uygulanmis Orneklerinki ise sirasiyla
562,47, 383,88, 277,42, 202,62, 162,42 mg/L olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Lakkaz ve PVPP uygulanmis stevia ekstraktlarinin TFM igeriginde meydana
gelen degisimler

TFM (mg/L)

Sekil 4.13°de goriildiigii lizere hem tek basma durultma hem de durultmanin
ardindan lakkaz enzimi uygulamalar1 sonrasi kullanilan PVPP dozajinin artmasiyla
ekstraktlarin icerdigi toplam fenolik madde miktarinda azalma meydana gelmistir.
Durultmanin ardindan lakkaz enzimi uygulanan Ornek sadece durultma uygulanan
ornekle kiyaslandiginda lakkaz uygulamasinin TFM miktarin1 neredeyse yari yariya
azalttigr goriilmektedir. Buna bagh olarak durultma ve lakkaz enziminin birlikte
kullanildigi 6rneklerde PVPP ile muamele sonrast TFM miktari, sadece durultma
uygulanan orneklerdekine kiyasla daha diisiik bulunmustur.

4.2.5. PVPP uygulamasinin ekstraktlarda antioksidan kapasite (TEAK) iizerine
etkisi

Kontrol 6rnegi ve lakkaz uygulanmis 6rnege % 0,1, 0,5, 1 ve 2 dozajlarinda
PVPP ile muamele edilmesi sonucu elde edilen 6rneklerin trolox esdegeri antioksidan
kapasite (TEAK) degerleri Cizelge 4.24’de verilmistir.

Cizelge 4.24. Lakkaz ve farkli oranlarda PVPP uygulanan
stevia ekstraktlarinin TEAK degerleri

Uygulama PVPP dozaji (%) TEAK (mg/L)

0 1915,79%+£34,29
0,1 1368,16°+50,95
Durultma 0,5 991,84°+13,99
1 770,79%+12,04
2 689,08°+8,40
0 149,14%+3,80
0,1 63,13%+3,43
Durultma+Lakkaz 0,5 21,35%+0,56
1 6,049+2,02
2 4,009+0,44

Ayni stitundaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli
oldugunu gosterir.
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Lakkaz uygulanmamis 6rneklerin antioksidan kapasite degerleri 689,08 ile 1915,79 mg
TE/L arasinda degisirken, lakkaz uygulanmis 6rneklerde bu deger 6,04 ile 149,14 mg
TE/L arasinda degismistir. En yiiksek TEAK degeri PVPP uygulanmamis kontrol
orneginde (1915,79 mg TE/L), en disik TEAK degeri ise lakkaz uygulamasinin
ardindan % 2 PVPP ile muamele edilmis ornekte (6,04 mg TE/L) tespit edilmistir
(Cizelge 4.24).

Orneklerin TEAK degerlerine ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.25°te, bu
degerlerin ortalamalarma ait Duncan coklu karsilastirma testi sonuglar1 ise Cizelge
4.26°da verilmistir. Cizelge 4.25 incelendiginde TEAK degerleri iizerine yontem, PVPP
dozaji faktorlerinin ve bu faktorlerin ikili interaksiyonunun etkisi istatistiki olarak
onemli bulunmustur (P<0,01).

Cizelge 4.25. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinda PVPP dozajina
bagli olarak TEAK degerlerine ait varyans analizi

sonuglari
SD KO F
Varyasyon Kaynaklari
Yontem (Y) 1 12064858,55 7157,71**
PVPP dozu (D) 4 636232,22 377,46%*
Y xD 4 393884,80 233,68**

("), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Cizelge 4.26. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinda PVPP dozajimna bagli olarak
antioksidan kapasite degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu
karsilagtirma testi sonuglari

Durultma Durultma+Lakkaz
Uygulama
1147,13%+104,01 48,73P+12 55
PVPP 0 0,1 0,5 1 2

dozaji  1032,47%:334,25  715,64%+247,76  506,59°+183,52 388,420+144,64 346,54°+129,53

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglarina gore lakkaz uygulanmamis grubun
antioksidan kapasite degeri ortalama 1147,13 mg TE/L olarak bulunmusken, lakkaz
uygulanmis 6rnek grubunda bu deger 6nemli (P<0,05) diizeyde azalarak 48,73 mg TE/L
olarak bulunmustur. Farkli dozlarda PVPP ile muamele edilen 6rneklerde antioksidan
kapasite degerindeki degisimin onemli (P<0,05) oldugu gorilmektedir. En yiiksek
antioksidan kapasite degeri ortalamasi PVPP uygulanmamis 6rnek grubunda (1032,47
mg TE/L), en diisiik antioksidan kapasite degeri ortalamasi ise % 2 oraninda PVPP
uygulanmis 6rnek grubunda (346,54 mg TE/L) tespit edilmstir.

4.2.6. PVPP uygulamasinin ekstraktlarin transmittans degerleri iizerine etkisi

Lakkaz enzimi uygulanan ve % 0,1, 0,5, 1 ve 2 oranlarinda PVPP ile muamele
edilen stevia ekstraktlarinin berraklik diizeyini ifade eden transmittans degerleri Cizelge

59



BULGULAR VE TARTISMA Asli ARSLAN KULCAN

4.27°de verilmistir. Cizelge 4.27 incelendiginde 6rneklerin transmittans degerlerinin
PVPP uygulamasina bagli olarak lakkaz enzimi eklenmemis orneklerde % 19,90-%
76,43 arasinda degisirken, lakkaz enzimi eklenmis 6rneklerde % 4,23-% 52,51 arasinda

PR

degistigi goriilmektedir.

Cizelge 4.27. Lakkaz ve farkli oranlarda PVPP uygulanmis
stevia ekstraktlarinin transmittans degerleri

Uygulama PVP(IZ/S)OZW Transmittans (%o)
0 19,90"+0,06
0,1 41,39:0,26
Durultma 0,5 64,78°0,78
1 72,62°+0,31
2 76,73%+0,26
0 4,231+0,09
0,1 8,79'+0,07
Durultma+Lakkaz 0,5 22,319+0,46
1 43,08°+0,08
2 52,51+0,08

Ayn siitundaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli
oldugunu gosterir.

Orneklerin transmittans degerlerine ait varyans analizi sonuclar1 Cizelge 4.28’de
verilmistir. Cizelge 4.28 incelendiginde transmittans degerleri lizerine yontem, PVPP
dozaj1 faktorlerinin ve bu faktorlerin ikili interaksiyonunun etkisi 6nemli bulunmustur
(P<0.01).

Cizelge 4.28. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinda PVPP dozajina baglh
olarak transmittans degerlerine ait varyans analizi sonuglari

SD KO F
Varyasyon Kaynaklari
Yontem (Y) 1 8351,29 19372,7**
PVPP dozu (D) 4 3876,03 8991,32**
Y xD 4 197,58 458,34**

(™), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Stevia ekstraktlarinin enzim ve PVPP uygulamalarina bagli olarak degisen transmittans
degerlerine ait Duncan c¢oklu karsilastirma testi sonuglari Cizelge 4.29°da verilmistir.
Lakkaz uygulanmamis 6rnek grubunda % 55,08 olarak belirlenen tranmittans degeri
lakkaz enzimi uygulanan 6rnek grubunda 6nemli (P<0,05) seviyede azalarak % 26,18
olarak belirlenmistir. Farkli oranlarda PVPP uygulanmis Orneklerin ortalamalari
incelendiginde ise uygulanan PVPP dozajina bagli olarak oOrneklerin transmittans
degerinde 6nemli (P<0,05) diizeyde artis meydana geldigi anlasilmaktadir. Kontrol
orneklerinin transmittans degeri ortalamasinin en diisiik (% 12,06), % 2 oraninda PVPP
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uygulanan orneklerin tranmittans degeri ortalamasinin ise en yiiksek oldugu (% 64,62)
oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.29. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinda PVPP dozajina bagl olarak
transmittans degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma
testi sonuglart

Durultma Durultma+Lakkaz
Uygulama
55,08%+4,92 26,18°+4,33
PVPP 0 0,1 0,5 1 2
dozaji 12,065+2,96 25,09%+6,16 43,54°48,04  57,85°+558 64,62°+4,58

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.
4.2.7. PVPP uygulamasinin ekstraktlarin renk (L, a, b) degerleri iizerine etkisi

Cizelge 4.30’da lakkaz enzimi uygulamasi ve PVPP dozajina bagli olarak stevia
ekstraktlarinin L, @, b degerlerinde meydana gelen degisimler verilmistir.

L, aciklik koordinatidir ve 0-100 arasinda degisim gosterir. Deger 100’
yaklastik¢a aciklik, 0’a yaklastikga koyuluk artar. a, kirmizi/yesil koordinatidir, +a
kirmiziyi, -a ise yesili ifade etmektadir. b, sari/mavi koordinatidir ve +b sariy1, -b ise
maviyi ifade etmektedir. Cizelge 4.30°da goriildiigii tizere durultulmus ekstraktlarin L
degeri artan dozajlarda PVPP ile muamele sonrasi onemli diizeyde artarken, lakkaz
uygulanmis ekstraktin L degeri lizerinde PVPP ile muamelenin etkisi uygulanan PVPP
dozaji % 2 oluncaya kadar istatistiksel agidan 6nemli bulunmamistir. En yiiksek L
degeri (56,66) lakkaz uygulanmamis drnegin % 2 oraninda PVPP ile muamelesi sonucu
elde edilmistir.

Cizelge 4.30. Lakkaz ve farkli oranlarda PVPP uygulanmis stevia ekstraktlarinin renk
(L, a, b) degerleri

Uygulama PVP(IZ,/S)OZE'JI L a b
0 2,33%+£0,01 4,19%+0,03  3,94%+0,03
0,1 9,73%+0,13 12,62°£0,03  16,56°+0,23
Durultma 0,5 38,69°+0,69 18,3224+0,15 61,57°+0,94
1 48,20°+1,25 15,62°+0,05  68,26%+1,06
2 56,66%+0,32 12,66°+0,11  69,35%0,22
0 0,06%+0,01 0,029+0,01  0,02°+0,01
0,1 0,06%+0,01 0,049+0,01  0,01°+0,01
Durultma+Lakkaz 0,5 0,07%£0,01 0,079+0,02  0,03%+0,01
1 0,54+0,01 2,6740,04  0,85°+0,04
2 2,005+0,02 9,68%+0,04  3,38+0,03

Ayni siitundaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.
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Ekstraktlarin rengi a degeri agisindan incelenecek olursa lakkaz enzimi uygulanan
ornegin icerdigi polifenollerin okside olmasiyla kirmizilik degerinde azalma oldugu
goriilmektedir. Lakkaz enzimi uygulanan 6rnegin % 0,1 ve % 0,5 oraninda PVPP ile
muamele edilmesi a degerinde 6nemli bir fark olusturmazken, PVPP oran1 % 1 ve % 2’
ye c¢iktiginda a degerinde onemli diizeyde artis olmustur. PVPP okside olarak biiytlik
molekiillere doniisen poifenolleri uzaklastirdigindan renk agilmakta, dolayisiyla a ve b
degerleri de artmaktadir. b degeri de a degerine benzer sekilde lakkaz uygulanan
ekstraktin % 2 oraninda PVPP ile muamelesi sonucu istatistiksel olarak artig
gostermistir. Lakkaz uygulanmayan ekstraktin artan dozajlarda PVPP ile muamelesi
sonucu Ozelikle sarilik diizeyini ifade eden b degerlerinde belirgin bir artis meydana
gelmistir.

Lakkaz enzimi ve PVPP uygulanan ekstraktlarin L, a, b degerlerine ait varyans
analizi sonuglart Cizelge 4.31°de, bu degerlerin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglari ise Cizelge 4.32’de verilmistir.

Cizelge 4.31. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinda PVPP dozajina bagl olarak L,
a, b degerlerine ait varyans analizi sonuglari

L a b
Varyasyon SD KO F KO F KO F
Kaynaklari
Yontem (Y) 1 0348,92 10805,0*  1037,85 58561,2** 18557,57 21992 4**
PVPP dozu (D) 4 1203,08 1390,46** 98,96 5583,60**  2059,14 2440,26**
Y xD 4 1087,15 1256,47** 83,31 4701,03**  1847,25 2189,15**

("), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Cizelge 4.32. Lakkaz uygulanan stevia ekstraktlarinda PVPP dozajina baglh olarak L,
a, b degerlerinin ortalamalarina ait Duncan g¢oklu karsilagtirma testi

sonuglari
Durultma Durultma+Lakkaz
Uygulama
. 31,122+4,91 0,55P+0,17
PVPP 0 0,1 0,5 1 2
dozaji 1,20%+£0,43 4,89+1,83 19,38°+7,31 24,37%+9,02 29,33°+10,33
Durultma Durultma+Lakkaz
Uygulama
12,68%1,09 2,49°+0,86
a
PVPP 0 0,1 0,5 1 2
dozaji 2,11%40,79 6,33°+2,38 0,19%4345  9,14+245  11,17%0,57
Durultma Durultma+Lakkaz
Uygulama
0 43,94%6 .41 0,86°+0,29
PVPP 0 0,1 0,5 1 2
dozaji 1,98¢+0,74 8,280+3 13 30,80%+1,64 34,56°+1275 36,37%+12,47

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

62



BULGULAR VE TARTISMA Asli ARSLAN KULCAN

Cizelge 4.31°den anlasilacag tizere L, a, b degerleri lizerine lakkaz uygulamasi, PVPP
dozaj1 faktorlerinin ve bu faktorlerin ikili interaksiyonunun etkisi istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (P<0,01).

Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglarina gore en yiiksek L, a, b degerleri
ortalamalar1 sirasiyla 31,12, 12,68, 43,94 olmak lizere lakkaz uygulanmayan Ornek
grubuna aittir. L, a, b degerlerinin PVPP dozajina bagli degisimi incelenecek olursa % 2
oraninda PVPP uygulamasinin bu degerlerde 6nemli seviyede (P<0,05) artis meydana
getirdigi goriilmektedir (Cizelge 4.32).

4.3. Farkh Aywrma Smirma Sahip Membran Filtreler Kullamlarak Yapilan
Ultrafiltrasyonun Stevia Ekstraktimin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerine
Etkisi

Stevia yapraklarmin dekantorde gergeklestirilen ekstraksiyonu sonrasi elde
edilen ekstrakt durultularak ultrafiltrasyon prosesini zorlastiracak makro safsizliklar
giderilmistir. Daha ileri boyutta bir klarifikasyon saglamak ve ekstraktin icerdigi steviol
glikozidlerin saflik diizeyini ultrafiltrasyon Oncesi arttirmak amaciyla lakkaz enzimi ve
PVPP uygulamalar1 gerceklestirilmisgtir. Bu uygulamalardan elde edilen sonuglar
dogrultusunda bundan sonraki asama olan ultrafiltrasyon i¢in ekstrakt 3 kisma ayrilmis
ve ultrafiltrasyon oncesi ekstraktlar kontrol (durultma sonrasi islem uygulanmamis), %
2 oraninda PVPP uygulanmis ve lakkaz enzimi (100 pL/L diizeyinde, 4 saat) sonrast %
2 oraninda PVPP uygulanmis olmak iizere elde edilmistir. Bu ekstraktlarin her birinin
ultrafiltrasyonu i¢in 50, 30, 10 ve 5 kDa ayirma simirma sahip 4 farkl filtre
kullanilmistir. Bu asamada filtrelerden elde edilen siiziintiiler (permeatlar) ve UF 6ncesi
besleme ornekleri bazi fizikokimyasal 6zellikleri agisindan degerlendirilmistir.

4.3.1. Toplam kuru madde

Dekantor ekstraksiyonuyla elde edilen stevia ekstraktina durultma yapildiktan
sonra sadece PVPP ya da lakkaz ve PVPP birlikte uygulanmais, elde edilen ekstraktlarda
farkli ayirma  siirina  sahip  filtreler  kullanilarak  ultrafiltrasyon islemi
gerceklestirilmistir. Tiim bu islem basamaklarindan elde edilen 6rneklerin toplam kuru
madde igerigi Cizelge 4.33’da verilmis, Sekil 4.14°de gosterilmistir.

Farkli ayirrma smirinda filtrelerle gerceklestirilen ultrafiltrasyon denemeleri
sonrast PVPP uygulanan ekstrakttan 50, 30, 10 ve 5 kDa’ luk filtreler kullanilarak elde
edilen permeatlarda toplam kuru madde miktarlari sirasiyla 8,66, 8,27, 7,76 ve 7,64 g/L,
lakkaz ve PVPP uygulanan ekstrakttan elde edilen permeatlarda sirasiyla 8,81, 8,62,
7,79 ve 7,62 g/L, lakkaz veya adsorban uygulanmayan ekstrakttan (kontrol) elde
edilenlerde ise sirasiyla 6,90, 6,64, 5,94 ve 6,29 g/L olarak belirlenmistir.

63



BULGULAR VE TARTISMA Asli ARSLAN KULCAN

Cizelge 4.33. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin farkli
ayirma sinirina sahip filtrelerden ultrafiltrasyonu sonrasi
toplam kuru madde miktar1

Uygulama Filtre ayirma sinir1 Toplam kuru madde

(9/L)
UF oncesi 10,75%+0,17
50 kDa 6,90%+0,09
Kontrol 30 kDa 6,649+0,08
10 kDa 5,94'+0,04
5 kDa 6,29"+0,10
UF 6ncesi 9,12°+0,01
50 kDa 8,66°+0,11
PVPP 30 kDa 8,279+0,07
10 kDa 7,76+0,15
5 kDa 7,64%+0,04
UF 6ncesi 9,31°+0,02
50 kDa 8,81°+0,04
Lakkaz+PVPP 30 kDa 8,62°+0,04
10 kDa 7,79%+0,05
5 kDa 7,62+0,07

Aynut stitundaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

UF oOncesi sadece PVPP ve lakkaz enzimiyle birlikte PVPP uygulanan
ekstraktlarin  TKM miktar1 ozellikle fenolik maddeler ve renk maddeleri gibi
bilesenlerin uzaklastirilmasi sonucu azalmistir. Ancak herhangi bir uygulama
yapilmayan ekstraktta (kontrol) bu bilesenlerin yani sira filtre ayirma smirina bagh
olarak diger bilesenlerin de ayrilmasiyla ultrafiltrasyon asamasinda 6nemli diizeyde
TKM kayb1 oldugu goriilmektedir. Ultrafiltrasyonda kullanilan her filtre i¢cin TKM
kayb1 kontrol orneginden elde edilen permeatlarda diger Orneklerden elde edilen
permeatlara kiyasla daha fazla olmustur (Sekil 4.14). Bu durum kontrol 6rneginin
ultrafiltrasyonu sirasinda herhangi bir uygulamayla 6nceden uzaklastirilmamis olan
biiyilk molekiil agirliga sahip bilesenleri daha yiiksek miktarda icermesi ve bu
bilesenlerin filtre gozenekleri lizerinde yarattig1 hizli blokaj etkisinin filtreyi asabilecek
molekiil agirligina sahip bilesenlerin dahi rejekte olmasina neden olarak permeta
gecebilen madde miktarinin azalmasiyla iliskilendirilmistir.
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12 - = Kontrol =PVPP = Lakkaz+PVPP

10 -

TKM miktar (g/L)

UF o6ncesi 50 kDa 30 kDa 10 kDa 5 kDa

Sekil 4.14. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin farkli ayirma siirina sahip
filtrelerden ultrafiltrasyonuyla toplam kuru madde miktarinda meydana
gelen degisim

Enzim ve adsorber madde ile muamele edildikten sonra farkli ayirma sinirinda
filtrelerden gecirilen ekstraktlarin toplam kuru madde miktar1 degisimlerine ait varyans
analizi sonuglar1 Cizelge 4.34’de, verilmistir. Cizelge 4.34’te gorildiigi tizere
orneklerin toplam kuru madde miktar: iizerinde uygulanan yontem, filtre ayirma siniri
faktorlerinin ve bu faktdrlerin ikili interaksiyonunun etkisi olduk¢a 6nemli bulunmustur
(P<0.01).

Cizelge 4.34. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre ayirma
smira bagl olarak toplam kuru madde miktar1 degerlerine
ait varyans analizi sonuglari

SD KO F
Varyasyon Kaynaklari
Yontem (Y) 2 7,50 266,79**
Filtre (F) 4 13,16 468,20**
Y xXF 8 2,87 102,27**

("), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Toplam kuru madde miktar1 degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglari ise Cizelge 4.35’te verilmistir. Duncan ¢oklu karsilastirma
testi sonuglarina gore lakkaz enzimiyle PVPP’nin birlikte uygulandigi ve sadece PVPP
uygulanan 6rnek grubunun TKM miktarina ait ortalamalar, herhangi bir uygulama
yapilmayan Ornek grubununkine kiyasla 6nemli seviyede fazla bulunmustur (P<0,05).
Yapilan uygulamalar O6zellikle ultrafiltrasyon sonrasi elde edilen orneklerde TKM
kaybini azaltmistir. Ultrafiltrasyon uygulamasinin TKM miktari tizerine etkisi de 6nemli
seviyede olmustur (P<0,05). Ultrafiltrasyonda kullanilan filtrelerin ayirma simirlari
acisindan toplam kuru madde miktarindaki degisim degerlendirilecek olursa 50, 30 ve
10 kDa ayirma smirina sahip filtrelerden elde edilen 6rnek gruplarinin TKM miktarina
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ait ortalamalar arasindaki fark onemli (P<0,05) bulunurken, 5 kDa ile 10 kDa ayirma
siirina sahip filtrelerden elde edilenlerin ki ise dnemli bulunmamustir.

Cizelge 4.35. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre ayirma sinirina
bagl olarak toplam kuru madde miktar1 degerlerinin ortalamalarina ait
Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Kontrol PVPP Lakkaz+PVPP
Uygulama
7,30%+0,40 8,29°+0,13 8,43%£0,15
Filt UF 6ncesi 50 30 10 5
iltre
9,73%+0,23 8,12°+0,26 7,84°+0,26 7,169+0,27 7,18%+0,19

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Roy ve De (2014) yaptiklari ¢alismada 7, 20, 44, 90 ve 104 kDa olmak {izere 5
farkli ayirma sinirinda CAP-PAN membran kullanmiglardir. TKM miktar1 24 g/L olan
beslemenin kullanilan denemelerde filtreye bagl olarak elde edilen TKM miktarinin 12-
19,2 arasinda degistigi bildirilmistir. Ayn1 arastiricilar bu ¢alismanin devami niteliginde
yapilan bagka bir ¢alismada 90 kDa ayirma sinirinda CAP-PAN membranla 4 farkl
transmembran basincinda gergeklestirdikleri denemelerde TKM miktarmin 7,2-15,5 g/L

arasinda degistigini rapor etmislerdir (Roy ve De 2015).

4.3.2. Steviosid ve rebaudiosid A

Durultma sonrasi enzim ve adsorban ya da dogrudan adsorban uygulanan ve 4
farkli ayirma smirinda (50, 30, 10, 5 kDa) filtre kullanilarak ultrafiltrasyon islemi
gerceklestirilen ekstraktlarin steviosid ve rebaudiosid A konsantrasyonlarindakinin yani
sira bu bilesenlerin kuru ekstrakt diizeyindeki miktarlarini ifade eden saflik oranlarinda
meydana gelen degisimler Cizelge 4.36°da verilmistir.

Cizelge 4.36 incelendiginde, hedef bilesenler olan steviosid ve rebaudiosid
A’nm en yiiksek miktarda belirlendigi ekstrakt UF uygulanmamis kontrol o6rnegi
(2491,22 mg/L ve 1754,46 mg/L) olurken, en diisiik miktarda belirlendigi ekstraktin ise
kontrol 6rneginin 10 kDa filtreden gegirilmesiyle elde edilen (1308,96 mg/L ve 854,89
mg/L) oldugu goriilmektedir. Steviosidin kuru ekstrakt bazinda saflik oranmi dikkate
alinacak olursa lakkaz enzimi ardindan % 2 oraninda PVPP uygulanan ve 30 kDa
filtreden elde edilen ekstraktta en yiikksek (% 26,39) oldugu tespit edilmistir.
Rebaudiosid A’nin saflik oraninin da ayn1 drnekte en yiiksek diizeyde (% 19,80) oldugu
gorilmektedir.
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Cizelge 4.36. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlariin farkli ayirma sinirina
sahip filtrelerden ultrafiltrasyonu sonrasi steviosid ve rebaudiosid A

konsantrasyonlar1 ve steviosid ve rebaudiosid A agisindan saflik oranlari

Ornek

Filtre  steviosid (mg/L)  RePaudiosid A renosid - peaudiosid A
Uygulama ayirma (mg/L) (%) safhik orani (%)
siniri
UF oncesi 24912092216 17544641410 231902043 16,34°40,35
50kDa 1465312021  89719°1444 21254037  13,019:0,31
Kontrol 30kDa  147426"2648  909,70°10,02 22191028  13,6990,14
10kDa 1308961702 8548954467  2206":032 1441011
5kDa  142091"567 890014113 22614037  14,16%+0,22
UF ncesi 2224.60724.66 167027%425.04  24.391:024  18.31°+0.26
50kDa  2159,84%:4,88  1637,08°:629  24,97%€:0,35  18,93%%0,29
PVPP 30 kDa 2113,168+9,35 1610,64%+9,91 25,58bdac() 24 19,49%+0,14
10kDa 19075194848 1413.86°114,53 24,61%4052  18,24%:0,40
5 kDa 1884,109£18,23  1412,43%+14,24 24,67%¢+(0,34 18,49°¢+0,12
UF oncesi 2189,49%4130,01  1611,95%:77,37  235279:0,38  17,32:0,81
50kDa 22910343155 1703.76%122,68 26034033  19,35%:0,24
Lakkaz+PVPP  30kDa  2272,64:62,87 1706,04%:4132 26394078  19,800,43
10kDa 20234845554 1513,97°458.70  25,96%°£0,61  19,42%%:0,68
5kDa 10362204651 144837%412.05 25434025  10,02%+0,23

Aynut stitundaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Enzim ve adsorban uygulanmis ve farkli ayirma siirinda filtrelerden gegirilmis
ekstraktlarin steviosid miktar1 degisimlerine ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge
4.37°de, rebaudiosid A miktar1 de8isimlerine ait varyans analizi sonuglar1 ise Cizelge
4.38’de verilmistir. Cizelgelerde goriildiigi tizere 6rneklerin steviosid ve rebaudiosid A
miktari iizerinde PVPP uygulama filtre ayirma sinir1 faktorlerinin ve bu faktorlerin ikili
interaksiyonunun etkisi 6nemli bulunmustur (P<0,01).

Cizelge 4.37. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre
ayirma simirma bagli olarak steviosid miktart degerlerine
ait varyans analizi sonuglari

SD KO F
Varyasyon Kaynaklari
Yontem (Y) 2 1497223,85 444,09**
Filtre (F) 4 619855,06 183,85**
Y xXF 8 256119,92 75,97**

("), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.
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Cizelge 4.38. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre
ayirma sinirina bagli olarak rebaudiosid A miktar
degerlerine ait varyans analizi sonuglari

SD KO F
Varyasyon Kaynaklari
Yontem (Y) 2 1756283,38 485,08**
Filtre (F) 4 359276,80 99,23**
Y xF 8 179362,60 49,54**

(™), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Steviosid miktar1 degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi
sonuclar1 Cizelge 4.39°da, rebaudiosid A miktar1 degerlerinin ortalamalarina ait Duncan
coklu karsilastirma testi sonuglari ise Cizelge 4.40°da verilmistir.

Cizelge 4.39. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre ayirma sinirina
bagli olarak steviosid miktar1 degerlerinin ortalamalarma ait Duncan
coklu karsilastirma testi sonuglari

U Kontrol PVPP Lakkaz+PVPP

¥o 1632,13°+98,25  2057,84°£32,02  2142,75%36,56

. UF 6ncesi 50 30 10 5
Filtre

2301,77%+43,46  1972,36°+109,91 1953,36°£106,06 1746,65°:96,05 1747,08°+70,10

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuclarina gore lakkaz ve PVPP uygulanmis
ornek grubunun steviosid miktar1 degerleri ortalamasi (2142,75 mg/L) istatistiksel
acidan onemli seviyede yliksek bulunmustur (P<0,05). Kullanilan filtrelerin ayirma
smirina bagh olarak degerlendirildiginde ise ultrafiltrasyon uygulamasiin Steviosid
miktarinda 6nemli diizeyde azalma meydana getirdigi bulunurken, en diisiik steviosid
miktart 10 kDa ayirma sinirina sahip filtreden elde edilmistir (1746,65 mg/L).

Cizelge 4.40. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre ayirma sinirina
bagli olarak rebaudiosid A miktar1 degerlerinin ortalamalarina ait Duncan
coklu karsilagtirma testi sonuglari

U Kontrol PVPP Lakkaz+PVPP

ya 1061,25°+79,73 1548,86Y+26,53  1596,812+30,43

. UF oncesi 50 30 10 5
Filtre

1678,89%+30,57 1412,68°+110,52 1408,79°+107,86 1260,91°:89,33 1250,27°+77,15

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Benzer sekilde lakkaz ve PVPP uygulanan 6rnek grubunun rebaudiosid A
miktar1 degerleri ortalamasi da (1596,81 mg/L) PVPP uygulanan grubun (1548,86
mg/L) ve kontrol grubunun ortalamasina (1061,25 mg/L) kiyasla énemli diizeyde
yiikksek bulunmustur (P<0,05). Ultrafiltrasyonun rebaudiosid A miktar1 ortalamasi
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tizerine etkisi 6nemli bulunurken en disiik rebaudiosid A miktar1 ortalamas1 5 kDa
ayirma sinirina sahip filtreden elde edilen grupta tespit edilmistir (1250,27 mg/L).

Sekil 4.15 ve Sekil 4.16 incelendiginde lakkaz enzimiyle birlikte PVPP ve
sadece PVPP uygulanan ekstraktlarin 50, 30, 10 ve 5 kDa olmak iizere farkli ayirma
siirma Ssahip filtreler kullanilarak ultrafiltrasyonu sonucunda elde edilen 6rneklerin
icerdigi steviosid ve rebaudiosid A miktarinda baglangica gore (UF Oncesi) meydana
gelen degisim daha azken, hicbir uygulama yapilmayan ekstraktin (kontrol)
ultrafiltrasyonu sonucu elde edilen 6rneklerin steviosid ve rebaudiosid A igeriginde
meydana gelen degisimin daha fazla oldugu goriilmektedir. UF 6ncesi kontrol 6rneginin
hem stevosid hem de rebaudiosid A miktar1 daha fazla olmasina ragmen denemelerde
kullanilan tiim filtrelerden elde edilen 6rneklerin steviosid ve rebaudiosid A igerigi UF
oncesi lakkaz ve/veya PVPP ile muamele edilen ekstraktlarin ultrafiltrasyonuyla elde
edilenlerden diisiik miktarda kalmstir.

= kontrol =PVPP = Lakkaz+PVPP

3000 -

2500

2000

1500

Steviosid (mg/L)

1000

500

0
UF 0Oncesi 50 kDa 30 kDa 10 kDa 5 kDa

Sekil 4.15. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin farkli ayirma siirina sahip
filtrelerden ultrafiltrasyonu sonrasi steviosid miktarindaki degisim

= kontrol = PVPP = Lakkaz+PVPP
2000 -

1500 -
1000 -

500 -

Rebaudiosid A (mg/L)

UF 6ncesi 50 kDa 30 kDa 10 kDa 5 kDa

Sekil 4.16. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin farkli ayirma sinirina sahip
filtrelerden ultrafiltrasyonu sonrasi rebaudiosid A miktarindaki degisim
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Stevia ekstraktinin major tatlilik bilesenleri olan steviosid ve rebaudiosid A’nin benzer
kimyasal yap1 ve molekiil biiyiikliiklerine sahip olmalari nedeniyle hem kontrol
orneginin hem de lakkaz ve/veya PVPP ile muamele edilmis 6rnegin farkli filtrelerle
ultrafiltrasyonu agsamasinda oldukg¢a benzer bir ayrilma egilimi gostermislerdir.

Literatiirde 30 kDa ayirma sinirina sahip membran filtreyle yapilan ¢alismalarda
farkl1 operasyon basinglariin etkisi incelenmis ve besleme ekstraktinda 16,7 g/L olarak
belirlenen steviosid konsantrasyonunun ultrafiltrasyon sonrast uygulanan basinca bagh
olarak 4,67-8,43 g/L arasinda degistigi bildirilmistir (Chhaya vd 2012b; Mondal vd
2012).

Ekstraktlarda kuru agirlik iizerinden steviosid ve rebaudiosid A’nin saflik
oranlarinin degisimlerine ait varyans analizi sonuglar sirasiyla Cizelge 4.41 ve Cizelge
4.42°de verilmistir. Cizelge 4.41°de gorildigi tizere orneklerde steviosidin saflik orani
tizerinde filtre ayirma sinir1 faktoriiniin etkisi istatistiksel olarak P<0,05 diizeyinde
onemli bulunurken, uygulanan yontem faktorii ve uygulanan yontem filtre ayirma siniri
faktorlerinin ikili interaksiyonunun etkileri ise istatistiksel olarak P<0,01 diizeyinde
onemli bulunmustur. Cizelge 4.42’den anlasildig1 tizere ise rebaudiosid A’nin saflik
orani iizerine ise uygulanan yontem faktoriiniin ve uygulanan yontem filtre ayirma siniri
faktorlerinin ikili interaksiyonunun etkisi énemli bulunurken (P<0,01), filtre ayirma
sinir1 faktoriiniin etkisi onemli bulunmamuistir.

Cizelge 4.41. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre
ayirma sinirina bagli olarak steviosidin saflik diizeyi
degerlerine ait varyans analizi sonuglar1

SD KO F
Varyasyon Kaynaklari
Yontem (Y) 2 57,84 84,57**
Filtre (F) 4 1,58 2,32
Y xF 8 3,26 4,77**

(**), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Cizelge 4.42. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre
ayirma sinirina bagli olarak rebaudiosid A'nin saflik
diizeyi degerlerine ait varyans analizi sonuglari

SD KO F
Varyasyon Kaynaklari
Yontem (Y) 2 136,28 248,17**
Filtre (F) 4 0,53 0,97
Y xF 8 5,26 9,58**

(**), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Steviosidin saflik oran1 degerlerinin ortalamalarima ait Duncan c¢oklu
karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.43, rebaudiosid A’nin saflik oran1 degerlerinin
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ortalamalarina ait Duncan c¢oklu karsilastirma testi sonuclar1 ise Cizelge 4.44°te
verilmistir. Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglarina gore steviosidin saflik diizeyi
ortalamas: kontrol grubunda % 22,26 iken, hem PVPP hem de lakkaz ve PVPP
uygulanan grupta 6nemli seviyede artarak sirasiyla % 24,84 ve % 25,47 olmustur. UF
uygulamasinin gruplarda steviosidin saflik diizeyi ortalamasi tizerine etkisi Onemli
bulunurken (P<0,05), en yiiksek ortalama 30 kDa (% 24,72) filtreden elde edilen grup
ortalamasinda tespit edilmistir. Ultrafiltrasyonda ayirma sinir1 50 kDa (% 24,08), 10
kDa (% 24,21) ve 5 kDa (% 24,23) olan filtrelerin kullanildigi gruplarin saflik siizeyi
ortalamasi arasindaki fark ise 6nemli bulunmamustir.

Cizelge 4.43. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre ayirma siniria
bagli olarak steviosidin saflik diizeyi degerlerinin ortalamalarina ait
Duncan coklu karsilastirma testi sonuclari

Kontrol PVPP Lakkaz+PVPP
Uygulama
22,26°+0,21 24.,84°+0,17 25,47%+0,31
Filt UF oncesi 50 30 10 5
iltre
23,70°+0,24 24,08%+0,65 24,72%+0,61  24,21%+0,55 24,23%+0,39

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Cizelge 4.44. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre ayirma sinirina
bagli olarak rebaudiosid A'nin saflik diizeyi degerlerinin ortalamalarina
ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari

Kontrol PVPP Lakkaz+PVPP
Uygulama
14,320+0,27 18,69%+0,15 18,98%0,29
Filt UF Oncesi 50 30 10 5
iltre
17,32%+0,37 17,10%£0,88 17,66%+0,86 17,36%+0,69 17,222+0,66

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Rebaudiosid A’nin saflik diizeyi degeri lakkaz ve PVPP uygulanan grupta en yiiksek
seviyede tespit edilmistir (% 18,98). UF uygulanmayan grupla (% 17,32) farkli ayirma
siirinda fitrelerden elde edilen gruplarin (50, 30, 10, 5 kDa) rebaudiosid A’nin saflik
orant degeri ortalamalar1 arasinda istatistiki a¢idan fark gozlenmemistir. UF

uygulamalar1 sonrasi rebaudiosid A verimi agisindan en yiiksek grup ortalamasi (%
17,66) 30 kDa filtreden elde edilmistir.

Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de lakkaz ve/veya PVPP uygulanan ve uygulanmayan
(kontrol) ekstraktlarda kuru ekstrakt agirligi bazinda steviosid ve rebaudiosid A’nin
saflik oranlarinin degisimi gosterilmektedir. PVPP uygulanan ekstraktin ultrafiltrasyonu
asamasinda kullanilan membran ayirma sinirma bagli olarak steviosid ve rebaudiosid A
bilesenlerinin saflik oraninda herhangi bir azalma goézlenmemistir. En yiiksek saflik
oranlarina 30 kDa ayirma sinirina sahip filtrede ulasilmistir. Lakkaz ve PVPP kullanilan
orneklerde ise ultrafiltrasyon islemiyle filtre ayirma sinirma bagli olmaksizin hedef
bilesenlerin saflik diizeylerinde belirgin bir artis meydana gelmistir. Kontrol 6rneginin
ultrafiltrasyonunda ise 50, 30, 10 ve 5 kDa ayirma sinirina sahip filtrelerin kullanilmasi
steviosid ve rebaudiosid A’nin saflik oranmin filtrasyon Oncesine gore azalmasina
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neden olmustur. Yalnizca PVPP ya da lakkaz enziminin ardindan PVPP ile muamele
edildikten sonra ultrafiltrasyonu gergeklestirilen ekstraklarda hedef bilesenlerin saflik
orani kontrole gore daha yliksek olmustur. Hedef bilesenleri en yiiksek oranda igeren
filtratlar, lakkaz ve PVPP’nin birlikte uygulandigi ekstraktin ultrafiltrasyonuyla elde
edilmistir.

= kontrol = PVPP = Lakkaz+PVPP

30 ~

25 -

20

15 -

10 -

Steviosid saflik orani (%)

UF o6ncesi 50 kDa 30 kDa 10 kDa 5 kDa

Sekil 4.17. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarmin farkli ayirma sinirina sahip
filtrelerden ultrafiltrasyonu sonrasi steviosidin saflik oraninda meydana
gelen degisim

m kontrol = PVPP = Lakkaz+PVPP
25

Rebaudiosid A saflik orani (%)

UF 6ncesi 50 kDa 30 kDa 10 kDa 5 kDa

Sekil 4.18. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin farkli ayirma sinirina sahip
filtrelerden ultrafiltrasyonu sonrasi rebaudiosid A’nin saflik oraninda
meydana gelen degisim
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Sekil 4.17 ve Sekil 4.18 incelendiginde kontrol 6rneginin ultrafiltrasyonuyla
rebaudiosid A’nin saflik oraninda meydana gelen degisimin daha belirgin oldugu
goriilmektedir. Bu durum rebaudiosid A’nin ekstrakttaki miktarinin steviosidin
ekstrakttaki miktarina gore daha fazla oranda azalmasinin sonucudur. Ultrafiltrasyon
prosesinde genel olarak bilesenlerin kullanilan membran filtreyi gegebilme durumu
filtrenin ayirma sinir1 ve bilesenlerin molekiil agirligiyla ilgili oldugu kadar filtre edilen
stvi  matriksin igerdigi diger bilesenlerin membranla interaksiyonlarindan da
etkilenmektedir (Kuberkar ve Davis 2001). UF oncesi fenolik maddeleri ve renk
maddelerini uzaklastirmak amaciyla lakkaz ve/veya PVPP uygulanmamis olan
ekstraktin ultrafiltrasyonu sirasinda filtre gozeneklerinin uzaklastirilmamis olan biiyiik
molekiil agirligina sahip bu gibi bilesenler tarafindan tikanmasi ve polarizasyon
tabakasinin hizli bir sekilde meydana gelmesi sonucu, molekiil agirlig: filtrenin ayirma
sinirinin  oldukga altinda olan steviol glikozidlerin rejeksiyonu da artmakta ve bu
bilesenler filtreyi asip permeata istenilen diizeyde gecememektedir. Bu anlamda lakkaz
ve/veya PVPP uygulamalariyla matriksten uzaklastirilan fenolik maddeler, renk
maddeleri ve diger maddelerin ekstraktta kaldig: taktirde steviosid ve rebaudiosid A’nin
filtreden gecisini engelledigi diislintilmektedir. Sekil 4.15 ve 4.16’da deginildigi iizere
steviosid ve rebaudiosid A’nin filtre ayirma sinirina bagli olmaksizin  kontrol
orneginden elde edilen permeatlardaki konsantrasyonlari oldukg¢a diisiik seviyede
kalmaktadir. Bunun sonucunda kontrol 6rneginden elde edilen permeatlarin steviol
glikozidler acisindan saflik diizeyi de diisiik olmaktadir.

Farkli ayirma simirina sahip filtrelerden elde edilen permeatlarin kiyaslanmasi
icin steviosid ve rebaudiosid A’nin saflik oranlarmin yani sira verim (Esitlik 4.3)
degerleri ve filtrelerin bu bilesenler agisindan segicilik (Esitlik 4.4) degerleri asagida yer
alan formiiller kullanilarak hesaplanmistir.

_ Permeatin hedef bilesen icerigi
Verim = — - - - —— X 100
UF Oncesi beslemenin hedef bilesen igerigi

(4.3)

Permeattaki hedef bilesen konsantrasyonu

Secicilik =
egici Permeattaki DMA sahip bilesenlerin konsantrasyonu

(4.4)

Secicilik degeri hesaplanirken permeatin igerdigi hedef bilesen konsantrasyonu, hedef
bilesenler disinda filtreyi asabilen diisiik molekiil agirliga (DMA) sahip diger
bilesenlerin miktarina oranlanmistir. Her bir filtre i¢in permeatin igerdigi DMA sahip
bilesen miktar1 permeatin toplam kuru madde konsantrasyonundan hedef bilesen
konsantrasyonu ¢ikartilarak hesaplanmistir (Chhaya vd 2012a). Elde edilen veriler
Cizelge 4.45°te gosterilmistir.

UF oncesi islem uygulanmamis (kontrol) ekstraktin ultrafiltrasyonuyla elde
edilen Orneklerin steviosid verimi filtre ayirma sinirina baglh olarak % 47,29-53,26,
rebaudiosid A verimi ise % 43,85-46,67 arasinda degismektedir. UF Oncesi % 2
oraninda PVPP uygulanan ekstraktin farkli aywma smirinda filtrelerden
ultrafiltrasyonuyla elde edilen steviosid verimi % 76,22-87,38, rebaudiosid A verimi ise
% 76,11-88,21 araliginda degisim gostermistir. UF Oncesi lakkaz enzimi ve % 2
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oraninda PVPP ile muamele edilen ekstraktin ultrafiltrasyonu sonrasi elde edilen
permeatlarda steviosid verimi %79,59-94,21, rebaudiosid A verimi ise 80,87-95,25
araliginda degismektedir. Cizelge 4.45°ten anlasildigr tizere kontrol 6rneginin besleme
olarak kullanildigi UF uygulamalarinda hedef bilesenlerin beslemeden permeata gegis
oran1 yani Verim degerleri digerlerine kiyasla olduk¢a diisiik olmustur. Hedef
bilesenlerin rejeksiyonuna daha oncede tartisildigi ilizere beslemenin yiiksek molekiil
agirlikli bilesenleri fazla miktarda icermesine bagli olarak filtre gbézeneklerinde
gerceklesen hizli bir blokajin neden oldugu diisliniilmektedir. Filtre ayirma sinirina
bagli olarak segicilik degerleri hem steviosid hem de rebaudiosid A i¢in ayni besleme
orneginden elde edilen permeatlarda fazla degisiklik gostermezken, en yiiksek secicilik
degerlerine UF 6ncesi lakkaz ve PVPP’nin birlikte uygulandig1 6rneklerde ulagilmstir.

Cizelge 4.45. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin ultrafiltrasyonuyla
farkli ayirma smirina sahip filtrelerden elde edilen steviosid ve
rebaudiosid A verimleri ve filtrelerin steviosid ve rebaudiosid A
acisindan secicilik degerleri

Ornek Secicilik Verim (%)
Filtre __ Rebaudiosid __ Rebaudiosid
Uygulama ayirma Steviosid A Steviosid A
siniri

50 kDa 0,27 0,15 52,94 46,02

Kontrol 30 kDa 0,29 0,16 53,26 46,67
10 kDa 0,28 0,17 47,29 43,85

5 kDa 0,29 0,16 51,33 45,66

50 kDa 0,33 0,23 87,38 88,21

P\/PP 30 kDa 0,34 0,24 85,49 86,79
10 kDa 0,33 0,22 77,17 76,18

5 kDa 0,33 0,23 76,22 76,11

50 kDa 0,35 0,24 94,21 95,13

30 kDa 0,36 0,25 93,42 95,25

Lakkaz+PVPP 10 kDa 0,35 0,24 83,18 84,53
5 kDa 0,34 0,23 79,59 80,87

Ultrafiltrasyon sirasinda permeatlarin toplam steviol glikozid verimi ve
filtrelerin toplam steviol glikozidler agisindan secicilik degerleri sirasiyla Sekil 4.19 ve
Sekil 4.20°de gosterilmistir. Kontrol 6rneginden elde edilen permeatlarda toplam steviol
glikozid agisindan secicilik degeri filtre ayirma sinirindaki azalmayla artarken, lakkaz
ve/veya PVPP uygulanmis 6rneklerden elde edilen permeatlarda en yliksek secicilik
degerine 30 kDa filtrede ulagilmistir. Sekil 4.19°dan anlasildig1 lizere stevia ekstraktinin
ultrafiltrasyonunda sisteme beslenen ekstraktin kompozisyonu bilesen bazinda segicilik
degeri lizerinde oldukca etkilidir. Sekil 4.20 incelendiginde ise toplam steviol glikozid
verimi kontrol 6rneginden elde edilen permeatlarda 30 kDa filtrede en yiiksek olurken,
lakkaz ve/veya PVPP uygulanmis 6rneklerde en yiiksek verim degeri 50 kDa filtrede
elde edilmis ve bu 6rneklerde filtre ayirma smir1 azaldikca verim de azalmistir.
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Sekil 4.19. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarmin ultrafiltrasyonunda
filtrelerin toplam steviol glikozidler acisindan segicilik degerlerinin ayirma
siirina bagl olarak degisimi
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Sekil 4.20. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlariin ultrafiltrasyonunda toplam
steviol glikozid veriminin filtre ayirma sinirina bagli olarak degisimi
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Beslemenin kompozisyonuna bagli olarak steviol glikozidlerin filtre edilebilirligi
farkli ayirma sinirinda membranlarda degisiklik gostermektedir. Cut-off degeri 50 kDa
olan filtreye kontrol 6rnegi beslendiginde gbézeneklerin biiyiikliigii nedeniyle daha fazla
bilesen girmekte ve filtrenin tikanma egilimi daha fazla olmaktadir. Bu nedenle 50 kDa
filtrede elde edilen verim degeri 30 kDa filtrede elde edileninkinden diisiik olmaktadir
(Rai vd 2006; Mondal vd 2013; Das vd 2015b).

Chhaya vd (2012b) 100, 30, 10 ve 5 kDa ayirma sinirina sahip filtrelerden elde
ettikleri steviosid verimlerinin 30 kDa’luk filtrede en yiliksek oldugunu, bunu sirasiyla 5,
10 ve 100 kDa’luk filtrelerin izledigini bildirmislerdir. 414 kPa basingta 10 kDa
filtreden elde edilen steviosid verimi % 20 iken, 5 kDa filtrede bu degerin % 37, 30
kDa’luk filtrede ise yaklasik % 50 oldugu rapor edilmistir. Ayni ¢alismada 30 kDa
ayirma sinirinda filtre kullanilarak 276, 414, 552 ve 690 kPa olmak iizere 4 farkli
basingta gerceklestirilen UF denemelerinde permeatlarin steviosid agisindan safliginin

% 50-67, steviosid veriminin ise % 28,5-50,5 arasinda degistigi bildirilmistir.

Vanneste vd (2011) tarafindan yapilan ¢alismada steviosid igerigi kuru ekstrakt
agirliginin % 7’si, rebaudiosid A igerigi ise % 4’1 olmak tlizere % 11 saflikta steviol
glikozid igeren baslangig ekstraktina sirasiyla mikrofiltrasyon, ultrafiltrasyon ve
nanofiltrasyon uygulandigr ancak son asamada toplam steviol glikozidler agisindan
ulagilan saflik diizeyinin % 37, verimin ise % 30 oldugu bildirilmistir.

CAP-PAN membran kullanarak yapilan baska bir ¢alismada 90 kDa ayirma
smirinda % 68 verim ve % 34 saflik diizeyinde steviol glikozidlerin ayrimi
gerceklestirilmistir (Roy ve De 2014).

Das vd (2015b) 50, 30, 20 ve 10 kDa ayirma sinirina sahip PES filtreler
kullanarak yaptiklar1 calismada, farkli basing degerlerinde iiretilen permeatlarda
rebaudiosid A verimini karsilastirmislar ve en yiiksek verimin 30 kDa’luk filtreden elde
edildigini bildirmiglerdir. Ayni ¢alisjmada 30 kDa ayirma simirma sahip membran
filtrede farkli TMP ve Re sayis1 kosullarinda gergeklestirilen denemelerde elde edilen
permeatlarda rebaudiosid A’nin saflik diizeyinin %19-31, verimin % 27,28-43,43,
seciciligin ise 0,23-0,45 araliginda, ayn1 kosullarda steviosid i¢in safligin % 38-60,

verimin % 29,20-44,22, seciciligin ise 0,62-1,51 araliginda degistigi belirlenmistir.
4.3.3. Toplam fenolik madde (TFM)

Dekantor ekstraksiyonuyla elde edilen stevia ekstraktina durultma ardindan
PVPP ve lakkaz enzimiyle birlikte PVPP uygulamalar1 sonrasi farkli ayirma sinirina
sahip filtreler kullanilarak gergeklestirilen ultrafiltrasyon islemi sonucu elde edilen
ekstraktlarin toplam fenolik madde igerigi Cizelge 4.46’da gosterilmistir.

Durultma sonrasi enzim ve/veya PVPP uygulamasi yapilmamis ekstraktin (1059
mg/L) ultrafilte edilmesiyle elde edilen orneklerin TFM igerigi 384,62-477,20 mg/L
arasinda degisirken, PVPP uygulanan ekstraktin (440,66 mg/L) ve lakkaz enizmiyle
birlikte PVPP uygulanan ekstraktin (196,77 mg/L) ultafiltre edilmesiyle elde edilen
orneklerin TFM igerigi sirasiyla 319,85-394,36 mg/L ve 155,60-196,77 mg/L araliginda
degismektedir. En diisiik toplam fenolik madde igerigi lakkaz enzimi ve PVPP
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uygulandiktan sonra 5 kDa ayirma sinirina sahip filtreden elde edilen 6rnekte (155,60
mg/L) belirlenmistir.

Cizelge 4.46. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin farkli
ayirma sinirina sahip filtrelerden ultrafiltrasyonu sonrasi

TFM miktari
Uygulama Filtre ayirma sinir1 TFM (mg/L)
UF 06ncesi 1059,00%+17,05
50 kDa 477,20°+1,96
Kontrol 30 kDa 436,75%+12,56
10 kDa 384,62+2,53
5 kDa 413,36%+4,85
UF Oncesi 440,66°+13,05
50 kDa 394,36%+4,65
PVPP 30 kDa 337,88%+5,56
10 kDa 321,31%9+7,32
5 kDa 319,85%+13,63
UF 6ncesi 196,77"+3,69
50 kDa 168,76'+5,65
Lakkaz+PVPP 30 kDa 187,51""+4 51
10 kDa 157,55+3,45
5 kDa 155,60+2,93

Aynai siitundaki farkl: harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Enzim ve/veya PVPP uygulanan ve 4 farkli ayirma simirinda (50, 30, 10, 5 kDa)
filtre edilen orneklerde toplam fenolik madde miktar1 degisimlerine ait varyans analizi
sonuglar1 Cizelge 4.47°de verilmistir. Cizelge 4.47°den anlasildigi tizere 6rneklerin
TFM miktar1 iizerinde uygulanan yontem, filtre ayirma smrt faktorlerinin ve bu
faktorlerin ikili interaksiyonunun etkisi dnemli bulunmustur (P<0,01).

Orneklerin  TFM  miktar1 degerlerinin ortalamalarma ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.48’de verilmistir. Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonuglarma goére PVPP uygulanan grubun (362,81 mg/L) ve lakkaz enzimiyle birlikte
PVPP uygulanan grubun (173,24 mg/L) TFM miktar1 ortalamas: kontrol
grubununkinden (554,19 mg/L) 6nemli seviyede diisiik bulunmustur (P<0,05).
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Cizelge 4.47. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre
ayirma siirina bagl olarak TFM miktar1 degerlerine ait
varyans analizi sonuglari

SD KO F
Varyasyon Kaynaklari
Yontem (Y) 2 725612,29 2640,70**
Filtre (F) 4 159451,53 580,29**
Y xXF 8 88132,44 320,74**

(**), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Cizelge 4.48. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre ayirma sinirina
bagli olarak TFM miktar1 degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuclari

Kontrol PVPP Lakkaz+PVPP
Uygulama
554,19%£58,45  362,81°+11,53 173,24°+4,10
. UF o6ncesi 50 30 10 5
Filtre

565,48%:09,62  346,77°+39,37  320,72°+31,20  287,83%+28,96 296,27%+32,43

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Cizelge 4.48 incelendiginde 50, 30, 10 ve 5 kDa olmak tizere dort farkli sekilde
gerceklestirilen ultrafiltrasyon igleminin TFM miktarinda meydana getirdigi degisikligin
onemli (P<0,05) oldugu goriilmektedir. Ancak 10 kDa (287,83 mg/L) ve 5 kDa (296,27
mg/L) ayirma smirma sahip filtrelerden elde edilen 6rnek gruplarinda TFM miktari
ortalamalar1 arasindaki fark istatistiki agidan 6nemli bulunmamastir.

Lakkaz enzimi uygulamasiyla fenolik bilesiklerin oksidasyonu ve PVPP ile
uzaklastirilmas1 ya da sadece PVPP uygulamasiyla fenolik bilesiklerin azaltilmasi
sonrast ekstraktlarin farkli filtrelerden gecirilmesiyle elde edilen o6rneklerin TFM
diizeyinde belirgin bir degisim gdzlenmezken, higbir uygulama yapilmayan ekstraktin
filtre edilmesiyle elde edilen 6rneklerde TFM diizeyi filtrasyon oncesine gore oldukca
azalmistir. Lakkaz ve/veya PVPP uygulamalar1 ekstraktin TFM miktarini azalttigindan
ultrafiltrasyonun TFM miktar {izerine ¢ok fazla etkisi olmamistir. Ancak filtrasyon
sonrast elde edilen tiim orneklerde TFM miktar1 kontrole gére daha diisiik seviyelerde
kalmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin farkli ayirma sinirina sahip
filtrelerden ultrafiltrasyonu sonrasi TFM miktarinda meydana gelen degisim

Fenolikler, dogrudan antioksidan aktiviteye katki sagladiklarindan oldukga
onemli bitki bilesenleridir (Duh vd 1999). Gida endiistrisinde, gidalarin kalitesini ve
besin degerini arttirici olumlu 6zelliklerinden dolayr fenolik maddelere ilgi giderek
artmaktadir (Wojdylo vd 2007). Literatiirde kurutulmus stevia yapraklarinin fenolik
madde iceriginin 25,18 mg GAE/g (Tadhani vd 2007), 56,74 mg GAE/g (Shukla vd
2012), 0,86 mg GAE/mg (Ghanta vd 2007), 130,67 mg katesin esdegeri/g (Kim vd
2011), 24,01 mg GAE/g (Abou-Arab vd 2010) ve 5,6 g GAE/100 g (Rao vd 2013)
olarak bildirildigi farkli ¢alismalara rastlamak miimkiindiir.

4.3.4. Antioksidan aktivite

Lakkaz velveya PVPP uygulanan stevia ekstraktlariin ultrafiltrasyonda
kullanilan membran filtrelerin ayirma smirina bagh olarak troloks esdegeri toplam
antioksidan kapasite (TEAK) degerlerinde meydana gelen degisimler Cizelge 4.49°da
verilmis, Sekil 4.22°de gosterilmistir.

Dekantor ekstrakti durultulduktan sonra (kontrol) ultrafiltrasyon isleminin
gerceklestirilmesiyle elde edilen 6rneklerde antioksidan kapasite 582,04-671,84 mg
TE/L arasinda degisirken, PVPP uygulanan ekstraktin ultrafiltrasyonuyla elde edilen
orneklerde bu deger 508,82-603,55 mg TE/L, lakkaz ve PVPP’nin birlikte uygulandigi
ekstraktin ultrafiltrasyonuyla elde edilen 6rneklerde ise bu deger 26,70-117,42 mg TE/L
arasinda degigsmektedir. UF oncesi kontrol dérneginin antioksidan kapasite miktar1 diger
iki Orneginkine kiyasla daha fazladir. UF Oncesi gergeklestirilen uygulamalar
antioksidan kapasitesi yiiksek oldugu bilinen fenolik maddeleri uzaklastirdigindan
ekstraktin antioksidan kapasitesinde beklendigi sekilde bir azalma meydana gelmistir.
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Cizelge 4.49. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin farkli
ayirma smirina sahip filtrelerden ultrafiltrasyonu
sonrasi antioksidan kapasite degerleri

Uygulama Filtre ayirma sinir1 TEAK (mg/L)
UF oncesi 1915,79%+34,29
50 kDa 594,87°+13,91
Kontrol 30 kDa 597,83°+9,45
10 kDa 582,04°+26,55
5 kDa 671,84°+18,44
UF 06ncesi 689,08"+8,40
50 kDa 603,55°+10,87
PVPP 30 kDa 592,70°+4,03
10 kDa 508,82%x11,75
5 kDa 585,13°+11,87
UF &ncesi 27,62'+1,18
50 kDa 26,70"t1,16
Lakkaz+PVPP 30 kDa 117,42°+1,39
10 kDa 79,26°+0,93
5 kDa 91,30°+2,13

Ayni siitundaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu
gosterir.

Uygulanan islemlerden sonra stevia ekstraktlarinin antioksidan kapasite miktari
degisimlerine ait varyans analizi sonuclari Cizelge 4.50°de verilmistir. Cizelgeden
anlasildigr tizere orneklerin antioksidan kapasitesi tizerinde uygulanan yontem, filtre
ayirma sinir1 faktorlerinin ve bu faktorlerin ikili interaksiyonunun P<0,01 diizeyinde
etkili oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.50. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre
ayirma sinirina bagli olarak toplam antioksidan kapasite
degerlerine ait varyans analizi sonuglari

SD KO F
Varyasyon Kaynaklari
Yontem (Y) 2 3337017,70 4174,62**
Filtre (F) 4 506681,16 633,86**
Y xF 8 440913,71 551,58**

(**), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Cizelge 4.51°de verilen TEAK sonuclarinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglart incelendiginde en yiiksek ortalamanin (877,49 mg/L) UF
oncesi Ornek grubuna, en diisiikk ortalamanin ise (68,46 mg/L) lakkaz ve PVPP’nin
birlikte kullanildigi 6rnek gurubuna ait oldugu goriilmektedir. Lakkaz ve/veya PVPP
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uygulamalar1 6rnek gruplarinin TEAK ortalamalarini kontrol grubuna gore Onemli
seviyede (P<0,05) azaltmistir. Farkli ayirma sinirina sahip filtreler kullanilarak
gergeklestirilen  ultrafiltrasyon  uygulamasinda  ultrafiltrasyon  uygulanan  ve
uygulanmayan 6rnek gruplarina ait ortalamalar arasi fark 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Cizelge 4.51. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre ayirma siiria
bagli olarak toplam antioksidan kapasite degerlerinin ortalamalarina ait
Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Kontrol PVPP Lakkaz+PVPP
Uygulama
872,48%+120,22 595,86°+13,73  68,46°+8,26
) UF oncesi 50 30 10 5
Filtre

877,49%4236,11  408,37°+81,56 435,98°+67,99 390,04°t67,44  449,43"+77,38

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Sekil 4.22°de goriildiigii tizere PVPP uygulanan ve uygulanmayan ekstraktlarin
50 ve 30 kDa ayirma sinirinda filtreyle ultrafiltrasyonuyla antioksidan kapasitelerinde
neredeyse degisim olmazken, 10 ve 5 kDa ayirma sinirinda filtrelerin kullanilmasiyla
PVPP uygulanmayan ekstrakttan elde edilen &rneklerin antioksidan kapasitesi daha
yiiksek olmustur. On iglem uygulanmayan ekstraktin 50, 30, 10 ve 5 kDa olmak ayirma
smirinda olmak tizere 4 farkli filtreden ultrafiltrasyonuyla elde edilen oOrneklerin
antiosidan kapasitesi sirasiyla 594,87, 597,83, 582,04 ve 671,84 mg TE/L olarak
belirlenmistir. Cut-off degeri 50, 30 ve 10 kDa olan filtrelerin kullanilmasiyla
orneklerin antioksidan kapasitelerinde degisim meydana gelmezken, 5 kDa’ luk
filtreden elde edilen Ornegin antioksidan kapaitesi daha yiiksek bulunmustur. PVPP
uygulandiktan sonra ultrafiltrasyon islemi gerceklestirilen orneklerde ise 50, 30 ve 5
kDa filtrelerin kullanilmasi antioksidan kapasiteyi degistirmezken (603,55, 592,70 ve
585,13 mg TE/L), 10 kDa’ luk filtreden elde edilen 6rnegin antioksidan kapasitesinin
daha disiik (508,82 mg TE/L) oldugu belirlenmistir. Lakkaz ve PVPP’nin birlikte
uygulandig1 ekstraktta (27,62 mg TE/L) antioksidan kapasitenin oldukca diistiigii
belirlenmistir. Bu ekstraktin farkli filtrelerden ultrafiltrasyonuyla elde edilen permeat
orneklerinde de digerlerine gore diisiik seviyelerde kalmistir. UF Oncesi Orneklerde
uygulanan islemlere bagli olarak antioksidan aktivitenin diismesi antioksidan
ekstraktlarda antioksidan aktivitenin TFM miktariyla iligkisini ortaya koymaktadir.
Ozellikle lakkaz enzimi tarafindan oksidasyonu katalizlenen fenolik bilesenlerin yiiksek
antioksidan kapasiteye sahip bilesenler oldugu diistiniilmektedir.
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kontrol PVPP = Lakkaz+PVPP
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Sekil 4.22. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin farkli ayirma sinirina sahip
filtrelerden ultrafiltrasyonu sonrasi antioksidan kapasitelerinde meydana
gelen degisim

Literatiirde bitki ekstraktlarinin radikal siipiiriicii etkileri {izerine yapilan
calismalarda bu etki ekstraktlarin igerdigi polifenolik bilesenler ile iligkilendirilmektedir
(Benavente-Garcia vd 2000; Shukla vd 2009). Stevia yaprag: ekstraktlari da yiiksek
miktarda fenolik madde icerdiginden serbest radikalleri inhibe edebilmekte ve indirgen
ajan olarak gorev yapabilmektedir (Kim vd 2011). Cesitli stevia ekstraktlarinin DPPH
radikalini inhibe etme oraninin % 33 ile % 57 arasinda degistigi (Tadhani vd 2007),
stevia ekstraktinin ¢esitli hiicresel aktiviteler sonucu ortaya c¢ikan zararli reaktif oksijen
tirlerini (ROS) ve diger serbest radikalleri siipiiriicii kapasiteye sahip flavonoidler
acisindan zengin bir kaynak oldugu rapor edilmistir. Ekstraktlarin giiglii radikal
slipiiriicii ve oksidatif DNA hasarindan koruyucu etkileri de zengin flavonoid igerigiyle
iliskilendirilmektedir (Ghanta vd 2007).

Yapilan bir c¢alisamada kullanilan toz haldeki stevia yapraginin 100 pg
konsantrasyonda DPPH radikal siipiiriici  aktivitesi % 52,46, daha disik
konsantrasyonda (20 pg) ise yaklasik % 30 olarak bildirilmistir. Inhibisyon oranindaki
degisimin fenolik madde icerigindeki farkliliktan kaynaklandigi rapor edilmistir (Rao
vd 2013). Tadhani vd (2007) yaptiklar1 ¢aligmada kuru stevia yapraklarmin antioksidan
aktivitesini 38,24 mg TE/g, Abou-Arab vd (2010) ise 8,72 mg GAE/g olarak
bildirmislerdir.

Bender vd (2015) yaptiklar1 ¢alismada farkli kosullarda temin edilmis kuru
stevia yapraklarindan elde ettikleri ekstraktlarin ORAC metoduyla dlgtiikleri
antioksidan aktivite degerlerini 958,8-1071,1 umol TE/g araliginda belirlerken, saf
steviosid ve rebaudiosid A standartlarinda ise bu degeri sirasiyla 23,8 ve 22,8 umol
TE/g olarak belirlemislerdir. Steviosid ve rebaudiosid A bilesenlerinin saflastirilarak
kullanilmasmin disinda antioksidan kapasitesi yiiksek olan ekstraktlarin kullanilmasi
dogal tatlandiric1 6zelligin yani sira tiiketicilerin fonksiyonel {iriin yoniindeki taleplerini
de karsilama potansiyelindedir.
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4.3.5. Transmittans

Enzim ve PVPP uygulandiktan sonra 50, 30, 10 ve 5 kDa ayirma sinirina sahip 4
farkli filtre kullanilarak ultrafiltrasyon islemi gerceklestirilen orneklerde filtre ayirma
sinirna  bagli olarak berraklik diizeyini ifade etmek igin kullanilan transmittans
degerlerinin degisimi Cizelge 4.52’de verilmis, Sekil 4.23°te gosterilmistir.

Cizelge 4.52 incelendiginde durultma sonrasi lakkaz ve/veya PVPP
uygulanmayan orneklerin tranSmittans degerlerinin % 29,81-98,08, PVPP uygulanan
orneklerin transmittans degerlerinin % 73,98-96,03, lakkaz ve PVPP uygulanan
orneklerin transmittans degerlerinin ise % 40,02-92,45 arasinda degistigi goriilmektedir.
En diisiik transmittans degeri (% 29,81) UF oncesi kontrol drneginde belirlenirken, en
yiikksek transmittans degeri (% 98,08) ise aymi ekstraktin 10 kDa’ luk filtreden

ultrafiltrasyonuyla elde edilen 6rnekte belirlenmistir.

Cizelge 4.52. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin
farkli  ayirma  smirina  sahip  filtrelerden
ultrafiltrasyonu sonrasi transmittans degerleri

Uygulama Filtre ayirma stmrn ~ Transmittans (% T)
UF 6ncesi 29,81%+0,01
50 kDa 97,60%+0,13
Kontrol 30 kDa 97,90%+0,10
10 kDa 98,082+0,00
5 kDa 95,19°+0,11
UF 06ncesi 73,98"+0,89
50 kDa 89,26™0,22
PVPP 30 kDa 93,44%+0,12
10 kDa 96,03°+0,11
5 kDa 95,01°+0,12
UF 6ncesi 40,021+0,04
50 kDa 54,75'+0,05
Lakkaz+PVPP 30 kDa 85,909+0,35
10 kDa 89,74™0,08
5 kDa 92,45°+0,08

Aym siitundaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu
gosterir.

Sekil 4.23 incelendiginde Tiim 6rneklerde 50, 30 ve 10 kDa ayirma sinirindaki
filtrelerde ayirma st kiigiildiikge tutulan madde miktarindaki artisa bagli olarak
berraklik diizeyini ifade eden transmittans degeri artmigtir. Ayirma sinirt 5 kDa olan
filtreden elde edilen 6rneklerde ise transmittans degerleri birbirine ¢ok yakin olmustur.
Ultrafiltrasyon oncesi PVPP uygulanmis Ornek en yiiksek transmittans degerine
sahipken, ultrafiltrasyon sonrasi en yiiksek transmittans degerleri kontrolden elde edilen
permeatlarda belirlenmistir. Kontrol 6rneginin ultrafiltrasyonuyla toplam madde miktar1
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belirgin diizeyde azaldigindan elde edilen ekstraktlarin berraklik diizeyi daha yiiksek
olmustur.

= kontrol PVPP = |_akkaz+PVPP
120 -

100 -
80 -
60 -

40 -

Transmittans (% T)

20 -

UF o6ncesi 50 kDa 30 kDa 10 kDa 5 kDa

Sekil 4.23. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin farkli ayirma sinirina sahip
filtrelerden ultrafiltrasyonu sonrasi transmittans degerinde meydana gelen
degisim

Farkli aymrma sinirina sahip filtreler kullanilarak elde edilen Orneklerin
transmittans degerlerine ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.53’te, bu degerlerin
ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuclar1 ise Cizelge 4.54’te
verilmistir. Cizelge 4.53 incelendiginde uygulanan yontem, filtre ayirma siniri
faktorlerinin ve bu faktorlerin ikili interaksiyonunun orneklerin transmittans degerleri
tizerinde P<0,01 diizeyinde etkili oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.53. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre
ayirma smirina bagli olarak transmittans degerlerine ait
varyans analizi sonuglari

SD KO F
Varyasyon Kaynaklari
Yontem (Y) 2 1487,17 5256,25**
Filtre (F) 4 4738,17 16746,5**
Y xF 8 737,18 2605,48**

(**), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglarina gére PVPP uygulanan grubun (%
89,54) transmittans degeri ortalamas1 kontrol grubuna (% 83,72) ve lakkazla birlikte
PVPP uygulanan gruba (% 72,57) gore 6nemli seviyede yliksek bulunmustur (P<0,05).
Farkli filtrelerle gerceklestirilen UF islemi, uygulanan filtrelerin ayirma sinirina bagl
olarak 6rnek gruplarinin transmittans degeri lizerinde 6nemli diizeyde degisim meydana
getirmistir. UF uygulanmayan 6rnek grubunun transmittans degeri ortalamasi1 % 47,94
olurken, 50, 30, 10 ve 5 kDa’ luk filtrelerden elde edilen 6rnek gruplarinin transmittans
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degeri ortalamalar1 sirasiyla % 80,54, % 92,41, % 94,62 ve % 94,22 olarak
belirlenmistir.

Cizelge 4.54. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre ayirma siiria
bagl olarak transmittans degerlerinin ortalamalarina ait Duncan g¢oklu
karsilastirma testi sonuglari

Kontrol PVPP Lakkaz+PVPP
Uygulama
83,72°+6,19 89,54%+1,87 72,57°+4,86
Filt UF oncesi 50 30 10 5
iltre
47,94%5,70 80,54°+5,59 92,41°+1,49 94,62%+1,07 94,222+(0,38

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Mondal vd (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada transmittans degeri % 1,047 olan
besleme ekstraktinin 100, 30, 10 ve 5 kDa aymrma smirinda filtrelerden
ultrafiltrasyonuyla elde ettikleri permeatlarda transmittans degerinin farkli basinglarda
sirastyla % 93,5-95,2, % 59,6-63,1, % 79,1-81,2, % 74,2-75,9 araliklarinda degistigi
rapor edilmistir. Bu calismanin devami niteliginde yapilan baska bir caligmada
karigtirmali ultrafiltrasyon sisteminde 30 kDa ayirma sinirinda filtrenin farkli basing
(276, 414, 552, ve 690 kPa) ve karistirma hiz1 (600, 1200, 1800 rpm) parmetrelerinde
ayirma performansi arastirilmistir. Bu amagla transmittans degeri % 1,62 olan besleme
ekstraktt kullanilmis ve elde edilen permeatlarin transmittans degerlerinin % 84,5-95
arasinda degisim gosterdigi bildirilmistir (Chhaya vd 2012b).

Roy ve De (2014) yaptiklari c¢alismada UF Oncesi ekstraktta %3,2 olan
transmittans degerinin 7, 20, 44, 90, 104 kDa olmak {izere 5 farkli CAP-PAN filtre
kullanilarak yapilan UF denemeleri sonucu % 27-71,7 araliginda degistigini
bildirmislerdir. Ayn1 arastiricilar bu ¢alisma sonucunda steviol glikozidleri (steviosid ve
rebaudiosid A) en yiiksek saflikta (% 34) elde ettikleri 90 kDa CAP-PAN filtreyi
(transmittans % 30,06) karigtirmali ultrafiltrasyon diizeneginde farkli karigtirma
hizlarinda kullanarak farkli transmembran basinglarinda yiiriittiikleri bagka bir
calismada elde edilen permeatlarda transmittans degerinin % 23-35,1 arasinda
degistigini, en yiiksek berraklik diizeylerine diisiik basingta (138 kPa) elde edilen
permeatlarda ulasildigini bildirilmistir (Roy ve De 2015).

UF oncesi % 1,17 transmittans degerine sahip besleme ekstraktinin ¢apraz akis
(cross-flow) ultrafiltrasyon sisteminde 30 kDa filtre kullanilarak saglanan iki farkli Re
sayist (833, 1667) ve li¢ farkli transmembran basinci (138, 276 ve 414 kPa) kosullarinda
yiriitiilen ultrafiltrasyon denemeleri sonucu ise permeatlarin berraklik diizeyinin %
65,6-74,5 araliginda degisim gosterdigi rapor edilmistir (Das vd 2015b).

4.3.6. Renk (L, a, b)

Lakkaz vel/veya PVPP uygulamasi ve ultrafiltrasyonda kullanilan membran
filtrelerin ayirma simirina bagli olarak stevia ekstraktlarinin L, a, b degerlerinin
degisimleri Cizelge 4.55’te verilmis, Sekil 4.24, Sekil 4.25 ve Sekil 4.26’da
gosterilmistir.
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Cizelge 4.55. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin farkli ayirma sinirina
sahip filtrelerden ultrafiltrasyonu sonrasi renk (L, a, b) degerleri

Filtre ayirma

Uygulama L a b
sS1niri1

UF 6ncesi 3,27M+0,03 6,75"9+0,07 5,50'+0,04

50 kDa 88,34+0,01 -0,25+0,01  48,99'+0,01

Kontrol 30 kDa 87,79°+0,01 1,60+0,01 48,28'+0,01
10 kDa 90,16%+0,01 0,49+0,01 36,721+0,01

5 kDa 81,93°+0,01 5,82'+0,01  57,18%0,02

UF oncesi 50,86'+0,09 17,78°+0,05  68,10°+0,06

50 kDa 62,539+0,04 18,04%+0,02  70,92%+0,03

PVPP 30 kDa 75,30+0,57 8,69'+0,47 63,48°+0,79
10 kDa 80,719+0,86 7,10%0,79  52,68"1,89
5 kDa 77,74°+0,40 8,81£0,33  58,25f%+0,73

UF oncesi 3,76™+0,23 17,69°40,92  6,48+0,39

50 kDa 6,23+0,02 23,72£0,06  10,66+0,05
Lakkaz+PVPP 30 kDa 38,98%+0,05 35,01%£0,02  61,38%+0,05
10 kDa 49,521+0,05 31,83°+0,03  62,57%+0,06
5 kDa 54,49"+0,03 29,39°+0,04  59,83%+0,06

Aynut stitundaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gésterir.

Ekstraktlarin renginde agiklik-koyuluk diizeyini ifade eden L degeri, hem
kontrol 6rneginde hem de lakkaz ve/veya PVPP uygulanan ekstraktlarda ultrafiltrasyon
sonrast artis gostermistir. Kontrol orneginin ultrafiltrasyonu sonrasi permeatlarin L
degerinde daha belirgin bir artis meydana gelirken, en diisiik L degerleri lakkaz ve
PVPP’nin birlikte uygulandigi 6rnegin ultrafiltrasyonu sonrasi elde edilen permeatlarda
belirlenmistir.

Kontrol 6rnegine UF uygulamalariyla a degerinde membran ayirma siirima
bagli olmayan bir azalma, b degerinde ise artma belirlenmistir. Bu durum kontrol
Ornegine enzim veya adsorber madde uygulanmadigi i¢in ornekte yesil renk tonunun
daha hakim olmasindan ve UF uygulamalariyla agilmasindan kaynaklanmaktadir. PVPP
uygulanmis ekstraktin ultrafiltrasyonu sonrasi 50 kDa ayirma sinirina sahip filtreden
elde edilen permeatin hem a hem de b degeri artmistir. 30, 10 ve 5 kDa ayirma
simirindaki filtrelerden elde edilen permatlarda ise bu degerler UF oncesine gore
azalmistir. Lakkaz enzimi ve PVPP’nin beraber uygulandigi ekstraktta ise oksidasyon
sonucu koyu kahverengiye donen rengin, UF islemi sonras1 kirimizilik (a) ve sarilik (b)
diizeyinde artis meydana gelmistir.
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Sekil 4.24. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin farkli ayirma sinirina sahip
filtrelerden ultrafiltrasyonu sonrasi L degerlerinde meydana gelen degisim

= kontrol = PVPP = Lakkaz+PVPP
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Sekil 4.25. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin farkli ayirma siirina sahip
filtrelerden ultrafiltrasyonu sonrasi a degerlerinde meydana gelen degisim
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Sekil 4.26. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinin farkli ayirma sinirina sahip
filtrelerden ultrafiltrasyonu sonrasi b degerlerinde meydana gelen degisim
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UF oncesi 6n islemler uygulanan ve 50, 30, 10 ve 5 kDa olmak {iizere 4 farkl
ayirma sinirinda filtreden elde edilen ekstraktlarin L, @, b degerlerine ait varyans analizi
sonuglart Cizelge 4.56’da, bu degerlerin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma
testi sonuglar ise Cizelge 4.57°de verilmistir. Cizelge 4.56’dan anlasilacagi {izere L, a,
b degerleri lizerine uygulanan yontem, filtre ayirma sinir1 faktorlerinin ve bu faktorlerin
ikili interaksiyonunun etkisi nemli bulunmustur (P<0,01).

Cizelge 4.56. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre ayirma sinirina
bagli olarak L, a, b degerlerine ait varyans analizi sonuglari

L a b
Varyasyon  SD KO F KO F KO F
Kaynaklari
Yoéntem (Y) 2 10282,85 29974,7**  3102,13  6418,10**  3507,47 2678,03**
Filtre (F) 4 6084,21 17735,6** 6,88 14,24** 2046,71  1562,71**
Y xF 8 1252,95 3652,38** 169,11 349,89** 1578,99  1205,60**

("), P<0,01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Cizelge 4.57. Lakkaz ve PVPP uygulanan stevia ekstraktlarinda filtre ayirma sinirina
bagli olarak L, a, b degerlerinin ortalamalarina ait Duncan g¢oklu
karsilastirma testi sonuclari

Kontrol PVPP Lakkaz+PVPP
Uygulama
L 70,30%7,71 69,43+2,57 30,60+4,94
Filt UF 0Oncesi 50 30 10 5
iltre
19,30°+6,73 52,37°+10,34 67,36°+£6,24 73,46%+£5,24 71,39+3,64
Kontrol PVPP Lakkaz+PVPP
Uygulama
2,88+0,66 12,08b+1,12 27,53%+1,42
a
Filt UF oOncesi 50 30 10 5
iltre
14,08°+1,59 13,84°+3,08 15,10%+4,34 13,14°+4,07 14,672+3,16
Kontrol PVPP Lakkaz+PVPP
Uygulama
b 39,33%4,16 62,68%:1,56 40,18+5,93
] UF oncesi 50 30 10 5
Filtre

26,697+8,83 43,52°+7,51 57,71%:2,04 50,66"+3,26 58,42%+0,40

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin P<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglarina gore en diisiik L degeri ortalamasi
(19,30) UF prosesi oncesi oncesi 6rnek grubunda belirlenmistir. Farkli filtre ayirma
smirinda elde edilen ornek gruplarinin L degeri istatistiksel olarak 6nemli diizeyde
fazladir (P<0,05). Ornek gruplari arasinda a degeri ortalamasi en diisiik olan kontrol
grubudur (2,88). PVPP uygulanan 6rnek grubunun (12,08) yani sira 6zellikle lakkaz ve
PVPP’nin birlikte uygulandig1 6rnek grubunda (27,53) kirmizilig: ifade eden a degeri
onemli diizeyde artmistir (P<0,05). UF uygulanmamis 6rnek grubu en diisiik b degeri
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ortalamasma sahipken farkli ayirma sinirinda filtrelerden elde edilen 6rnek gruplarinda
saritlik diizeyini ifade eden b degeri Onemli bir artis gostermistir (P<0,05).
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5. SONUC

Tez galismas1 kapsaminda stevia bitkisinden dekantdr ekstraksiyonu yoluyla tath
bilesiklerinin ekstrakte edilmesi ve ekstraktin zenginlestirilmesinde farkli ayirma
siirina sahip membranlardan yararlanilmasi amacglanmistir. Yontemde ekstraksiyon
¢Ozgeni olarak patentli yontemlerdeki organik ¢dziiciiler yerine su kullanilmasi ¢evreci
bir yaklasimin yaninda prosesin ekonomik olmasint saglamistir. Elde edilen sulu
ekstrakttan steviosidlerin zenginlestirme calismalarinda bilinen fiziksel metotlar diginda
farkli aymrma smirindaki  membranlardan  yararlanilmistir.  Degerlendirmede
ekstraktlarda steviosid ve rebaudiosid A konsantrasyonlari, steviosid ve rebaudiosid
A’nm saflik oranlari, ekstraktlarin fenolik madde diizeyi ve antioksidan aktiviteleri,
renk ve transmittans degerleri parametre olarak kullanilmistir. Calismadan elde edilen
sonuclar ve konu iizerinde bundan sonraki ¢alismalara yon verebilecek bazi Oneriler
asagida maddeler halinde 6zetlenmistir;

1. Stevia yapraklarindan ¢6ziicii olarak suyun kullanildig:i steviosid ve
rebaudiosid A ekstraksiyonunda ekstraksiyon kosullarinin Box-Behnken
cevap ylizey metodu ile optimize edilmesi iizerine sicaklik, siire ve bitki/su
oraninin etkisi incelenmistir. Sicakligin ekstrakttaki steviosid ve rebaudiosid
A’nin saflik orami lizerine etkisi 6nemli bulunmustur. 25, 50 ve 75 °C
sicakliklarda elde edilen ekstraktlarda steviosidin saflik orani sirasiyla kuru
maddede % 21,69-22,62, % 19,06-21,93, % 19,32-21,08, rebaudiosid
A’ninki ise % 14,79-15,61, % 13,58-14,69, % 13,26-14,33 araliginda
degisim goOstermistir. 15, 60 ve 105 dak siireyle gerceklestirilen
ekstraksiyonlarda elde edilen ekstraktlarda steviosidin saflik orani sirasiyla
kuru maddede % 19,06-22,39, % 19,32-21,75, % 20,10-22,62,
ekstraktlardaki rebaudiosid A oranlari ise sirastyla kuru maddede % 13,97-
15,00, % 13,58-15,56, % 13,26-15,61 araliginda degisim gostermistir. 1/10,
1/25 ve 1/40 bitki/su oranlarinda yiiriitiilen ekstraksiyonlar sonucu elde
edilen ekstraktlarda steviosidin saflik diizeyi sirasiyla kuru maddede %
21,00-21,93, % 20,10-22,62 ve % 19,06-21,75, rebaudiosid A’nin saflik
diizeyi ise sirasiyla kuru maddede % 14,13-14,79, % 13,26-15,61 ve %
13,98-15,56 araliginda degisim gdstermistir.

2. CYM ile yapilan optimizasyon sonucu en iyi kombinasyon kosullar1 25 °C
sicaklik, 101 dakika ekstraksiyon siiresi, 1/27,6 bitki/su oran1 olarak
belirlenmistir. Bu kosullarda elde edilen ekstrakt kuru agirlik bazinda % 23
oraninda steviosid, % 15,67 oraninda ise rebaudiosid A i¢cermektedir.

3. Dekantdrde yapilan devir sayist denemeleri sonucu steviosid ve rebaudiosid
A agisindan verimin en yiiksek oldugu devir sayis1t 5280 devir/dak olarak
belirlenmistir. Dekantor ekstraksiyonuyla yaprakta bulunan hedef steviol
glikozidler % 73,1 verimle ekstrakta gecmistir (12,04 g steviol glikozid/100
g kuru yaprak).

4. Optimum kosullarda elde edilen dekantér ekstraktina makro safsizliklari

uzaklastirmak i¢in durultma islemi uygulanmis, durultma sonrasi elde edilen
ekstrakt lakkaz enzimi ve/veya PVPP ile muamele edilmistir.
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10.

PVPP dozajinin artis1 hem lakkaz uygulanmis hem de lakkaz uygulanmamis
orneklerde hedef steviol glikozidlerin saflik diizeyini artirmistir. Saflik
diizeyinin artist  PVPP  uygulamasi sonucu toplam fenolik madde
miktarindaki azalmayla iligkilendirilmigtir. Lakkaz enzimi uygulanan
orneklerde fenolik maddelerin oksidasyonu sonucu bu azalma daha belirgin
sekilde gerceklesmistir. Lakkaz ve PVPP birlikte uygulandigi 6rneklerde
fenolik madde miktarindaki azalmaya bagli olarak antioksidan
kapasitelerinde de azalma gozlenmistir.

Lakkaz uygulanan orneklerde berraklik diizeyini ifade eden transmittans
degeri uygulanmayan orneklere goére daha diisiik olmustur. PVPP dozajinin
artmast tim Orneklerde transmittans degerini arttirmistir. En  yiiksek
transmittans degeri (% 76.73) % 2 oraninda PVPP uygulanan Ornekte
belirlenmistir.

Lakkaz uygulanan orneklerin L, a, b degerleri oksidasyon sonucu
gerceklesen kararmaya bagli olarak uygulanmayanlara kiyasla daha diisiik
bulunmustur.

Caligmanin bundan sonraki basamaginda kontrol 6rnegi, % 2 oraninda PVPP
ve hem lakkaz enzimi hem de % 2 oraninda PVPP ile muamele edilen
ornekler 50, 30, 10 ve 5 kDa ayirma sinirina sahip filtrelerden ultrafiltre
edilmistir. Ultrafiltrasyon uygulamasinin steviosid ve rebaudiosid A miktar1
tizerine etkisi 6nemli diizeydedir. Hem yalmiz PVPP uygulanan hem de
lakkaz ve PVPP’nin birlikte uygulandigi orneklerde ultrafiltrasyon islemi
ekstraktlarda steviosid ve rebaudiosid A’nin saflik oranini artirmistir. En
yiiksek steviosid (% 26,39) ve rebaudiosid A (% 19,80) oranlar1 lakkaz
enzimi ardindan % 2 oraninda PVPP uygulanan ve 30 kDa filtreden elde
edilen ekstraktta tespit edilmistir.

Durultma sonrasi enzim ve/veya adsorber uygulamasi yapilmamis ekstraktin
(1059 mg/L) ultrafiltre edilmesiyle elde edilen orneklerin TFM igerigi
384,62-477,20 mg/L. arasinda degisirken, PVPP uygulanan ekstraktin
(440,66 mg/L) ve lakkaz enizmiyle birlikte PVPP uygulanan ekstraktin
(196,77 mg/L) ultafiltre edilmesiyle elde edilen orneklerin TFM igerigi
sirastyla 319,85-394,36 mg/L ve 155,60-196,77 mg/L araliginda degismistir.
Lakkaz ve/veya PVPP uygulanmayan ekstraktin UF 6ncesi yiiksek miktarda
TFM igermesi sonucu ultrafiltrasyon sirasinda filtre ayirma sinirina baglh
olarak bu bilesiklerin yan1 sira hedef steviol glikozidlerin de azalmasina yol
actigi diislinlilmiistiir. Steviosid ve rebaudiosid A’nin ultrafiltrasyon
prosesinde filtreyi asabilme egilimi ile ortamdaki fenolik madde miktari
arasinda dogrudan bir iliski oldugu gozlemlenmistir.

Lakkaz ve PVPP uygulanan 6rneklerin ultrafiltrasyon sonrasi transmittans

degerleri sadece PVPP uygulanan oOrneklerinkine gore daha diisiik
bulunmustur.
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11. Ekstraktlarin renginde aciklik-koyuluk diizeyini ifade eden L degeri
ultrafiltrasyon sonrasi artis gostermistir. Lakkaz uygulanan oOrneklerde
kirmizilig1 ifade eden a degeri daha yiiksek olurken, PVPP uygulanan
orneklerde sariligi gosteren b degeri daha yiiksek olmustur.

12. Aragtirma sonuglar1 genel olarak incelendiginde stevia ekstraksiyonun 25
°C’de dekantorde yiiksek verimle basarili bir sekilde gerceklestirilebildigi,
ekstrakttaki safsizliklar1 gidermek i¢in lakkaz enzimi ve/veya PVPP ile
muamalenin uygulanabilirligi ve ultrafiltrasyon islemi 6ncesi bu yontemlerle
ozellikle fenolik maddelerin ortamdan uzaklastirilmasi sonucu ultrafiltrasyon
sonrast elde edilen ekstraktta steviosid ve rebaudiosid A oranlarinin
artirillabilecegi goriilmiistiir.

Stevia bitkisinin yetistiriciligi Tiirkiye i¢in yeni bir tarimsal faaliyettir. Bununla
birlikte gelismis iilkelerde obezite ve diyabet ile miicadele kapsaminda gida
formiilasyonlarinda kullanimi yayginlasan bir {iriindiir. Dolayisiyla iilkemizde de
bitkinin degerlendirilmesi ile ilgili ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda elde edilen sonuglarin bitkinin daha ekonomik ve g¢evreci yaklasimlarla
islenmesi konusunda yapilacak diger ¢aligmalara 151k tutacagi diistiniilmektedir.
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7. EKLER

EK-1 Steviosid standardina (200 ppm) ait kromatogram
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EK-2 Rebaudiosid A standardina (200 ppm) ait kromatogram
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EK-3 Stevianin dekantor ekstraksiyonu i¢in belirlenen optimum kosullarda (25 °C
sicaklik, 101 dakika ekstraksiyon siiresi, 1/27,6 bitki/su orani, 5280 devir/dak
dekantor devir hiz1) gerceklestirilen ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstrakta ait
kromatogram
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