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OZET

STEVIA EKSTRAKTLARININ SAFLASTIRMA ASAMALARINDA FONKSIYONEL
BILESIKLERIN DEGISIMININ SAPTANMASI

Yesim KAPI
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Danisman Prof. Dr. Mustafa KARHAN

Temmuz 2021; 55 sayfa

Literatiirde ayn1 miktardaki sekerden daha az enerjili olan ve seker yerine kullanilabilen
bilesikler tatlandirici olarak adlandirilir. Tatlandiricilarin yiiksek oranda kullanilmasinin insan
saglhigr tlzerinde olumsuz etkileri hakkinda bir¢ok goriis bulunmasi insanlari alternatif
kaynaklara yoneltmistir. Dogal tatlandiriclardan biri olan ve seker otu olarak bilinen stevia
bitkisi sakkarozdan 200-300 kat daha tatli olup, insan saglig1 iizerinde birgok olumlu etkisi
bulunmaktadir. Obezite ve seker hastaligi gibi hastaliklarin tedavisinde diizenli tiiketilmesi
durumunda kan sekeri ve kolesterol diizeyini diistirdiigli belirlenmistir. Viicutta hiicre
yenilenmesini gelistirmekte ve kan basmcini diisiirmektedir. Ayrica, steviol glikozitlerin
viicuttaki antioksidan miktarin1 artirmakla beraber herhangi bir karsinojenik veya mutajenik
etkisi gortilmemistir.

Gliniimiize kadar stevia ekstraktlarinin tatlandiric1 6zellikleriyle ilgili bircok formiilasyon
calismalar1 yapilmis olmakla beraber igerdikleri diger fonksiyonel bilesiklerin antioksidan ve
antimikrobiyel etkisi iizerinde de durulmustur. Bu ¢alismada steviol glikozit konsantrasyonu
acisindan zengin ekstraktlarda 6nemli fonksiyonel bilesiklerin devamliliginin tespit edilmesi,
saptanacak optimum isleme tekniginin belirlenmesi amacglanmistir. Bagil tatliligr yiiksek
ekstraktlarda sagliga faydali olan bilesiklerin korunmast durumunda insan saglig1 agisindan
onemli bir fonksiyonel {iriin elde edilmesi hedeflenmistir.

Calismada o6giitiilmiis ve kurutulmus stevia yapraklari kullanilarak ekstraksiyon islemi
yapilmis ve ekstraktlar ultrafiltrasyon ve nanofiltrasyon islemleri ile zenginlestirilmistir.
Ekstraksiyon “1:15 yaprak:su ve “1:15 yaprak: etil alkol” oraninda 20°C‘de 30 dakikada
yapilmustir. Santrifiij islemi ise 2900xg kuvvetinde 20°C‘de 15 dakikada gergeklestirilmistir.
Berraklastirma asamasinda ekstraktlara sirasiyla durultma enzimi, jelatin, bentonit ve kizelzol
eklenerek durultma islemi yapilmistir. Ultrafiltrasyon icin 30 kDA ayirma sinirina sahip
polietersiilfon (PESU) membran, nanofiltrasyon islemi i¢in 5 kDa ayirma sinirina sahip
hydrosart membran (HYDRO) kullanilmistir. Ultrafiltrason sonucunda elde edilen permeat
akisina nanofiltrasyon uygulanmistir.

Elde edilen ara iirtinler ve son iirtinde suda ¢oziintir kuru madde analizi (Briks), pH tayini,
titrasyon asitligi tayini, steviol glikozit kompozisyonu tayini, renk analizi, antioksidan
kapasitesi tayini ve fenolik madde dagilimi i¢in gerekli analizler yapilmistir.
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Supervisor: Prof. Dr. Mustafa KARHAN

July 2021; 55 pages

Compounds with less energy than the same amount of sugar can be used instead of sugar
are called sweeteners in the literature. Many opinions about the harmful effects of the high use
of sweeteners on human health have led people to alternative sources. Stevia plant, one of the
natural sweeteners known as sugar grass, is 200-300 times sweeter than sucrose and has many
positive effects on human health. It has been determined that it reduces blood sugar and
cholesterol levels if consumed regularly in treating diseases such as obesity and diabetes. It
improves cell regeneration in the body and lowers blood pressure. In addition, although steviol
glycosides increased the amount of antioxidants in the body, no carcinogenic or mutagenic
effect was observed.

Although many formulation studies have been conducted on the sweetening properties of
stevia extracts to date, the antioxidant and antimicrobial effects of other functional compounds
they contain have also been emphasized. This study is essential to determine the persistence of
functional compounds, especially quercetin, in extracts rich in steviol glycoside concentration
to determine the optimum processing technique to be determined. If beneficial compounds such
as quercetin are preserved in extracts with high relative sweetness, it will be possible to obtain
a functional product important for human health.

In the study, extraction was done using ground and dried stevia leaves, and the extracts
were enriched by ultrafiltration and nanofiltration processes. Extraction was carried out at a
ratio of “1:15 leaf: water and 1:15 leaf: ethyl alcohol” at 20°C for 30 minutes. Centrifugation
was carried out at 2900xg at 20°C for 15 minutes. In the clarification phase, clarification was
carried out by adding clarification enzyme, gelatin, bentonite, and kieselsol to the extracts,
respectively. Polyethersulfone (PESU) membrane with 30 kDa separation limit was used for
ultrafiltration, and hydrosart membrane (HYDRO) with 5 kDa separation limit was used for
nanofiltration. Nanofiltration was applied to the permeate flux obtained as a result of
ultrafiltration.

Critical analyses for water-soluble dry matter (Brix), pH value, titration, steviol glycoside

composition, color values, antioxidant capacity, and phenolic substance distribution were
obtained intermediates the final product was performed.
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ONSOZ

Seker otu olarak bilinen stevia bitkisinden (Stevia rebaudiana B.) elde edilen tath
bilesiklerin kullanimi glinlimiizde hizl1 bir ivme ile artmaktadir. Steviol glikozitlerin tatlandirict
ozelligi disinda fonksiyonel oOzelliginden dolayr bazi hastaliklarin tedavisinde veya
onlenmesinde yardimci olacagi da diisiiniilmektedir. Stevia bitkisinin yapraklarinda steviol
glikozitlerle birlikte antimikrobiyel ve antioksidan 6zelliklere sahip olan flavonoidler ve diger
fenolik bilesikler yer almaktadir. Dolayisiyla, saflagtirilmis steviol glikozitler yerine kismen
saflagtirllmis ve aymi zamanda bazi fenolik maddeler gibi bitkinin dogasindan kaynaklanan
fonksiyonel bilesikleri de iceren zenginlestirilmis stevia ekstraktlarinin  iiriin
formiilasyonlarinda kullanilmasinin yararli olacag: diisiiniilmiistiir. Bu tez calismasinda, dnceki
calismalarla optimum isleme kosullart belirlenmis olan stevia ekstraksiyonu ve steviol
glikozitlerin zenginlestirilmesi agsamalarinda bazi fenolik maddeler gibi fonksiyonel bilesiklerin
degisiminin belirlenmesi amaglanmistir.

Bu calismada yardimlarimi ve desteklerini esirgemeyen, her kosulda yanimda olan
danigsman hocam Sayin Prof. Dr. Mustatfa KARHAN’a, biitiin bilgi ve becerisiyle bana katki
saglayan degerli calisma arkadasim Ahmet HACIOGLU’na, yakin arkadaslarim ve degerli
hocalarima ve aileme tesekkiir ederim.



AKADEMIK BEYAN

Yiiksek lisans Tezi olarak “Stevia Ekstraktlarinin Saflagtirma Asamalarinda Fonksiyonel
Bilesiklerin Degisiminin Saptanmasi” adli galigmamn, akademik kurallar ve etki degerlere
uygun olarak yazildigim belirtir, bu tez ¢alismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini
gosterdigimi beyan ederim.

14/07/2021

Yesim KAPI

vi



ICINDEKILER

OZET . ..o i
A B S T R A T . ii
ONSOZ. . v
AKADEMIK BEYAN. .. .o Vi
SIMGELER VE KISALTMALAR.........cooiiiiiiiiiiiiiiiiieeaee e e, iX
SEKILLER DIZINI. ..o, X
CIZELGELER DIZINI... oot Xi
L GRS . 1
2. KAYNAK TARAMASL. . e 3
2.1, SeVIA DItKIST. .. .ee e 3
2.2 Fenolik Bilesikler ve OZellIKIETi .........c.cvveveuerereceeieeieseseese s s es e s 6
2.3. Stevia Bitkisinden Ekstrakt Uretimi.........c.cocovveruivererieineeeeeseseeeseeeseseseesenenas 9
2.4. Stevia Ekstraktlarinin Saflastirilmasi ve Zenginlestirilmesi .........cccceveveervennnene 10

3. MATERYAL VE METOT ... 13
3L MAALEIYAL. ... e 13
B2 IMBIOT L. 13
3.2.1. Stevia yapraklarinin su ve etil alkol ile ekstraksiyonu ..........ccccccoecevverennenne. 13
3.2.2. Analiz yONtEMIETT ....oovvviiiiiiiiiciic 17
3.2.2.1 Suda ¢6ziiniir kuru madde tayini.........cccceveeiiiniiencieee e 17
3.2.2. 2. PH AAYINIc.eitiiiiciie et 17
3.2.2.3. Toplam aSithik taYINT .......ooeiiiiiiiieeee e 17
3.2.2.4. RENK ANANIZI.....couiiiiiiieisee e 18
3.2.2.5. Antioksidan kapasitesinin belirlenmesi..........c.ccoovviiiiiinennciens 18
3.2.2.6. Fenolik madde dagiliminin belirlenmesi............ccccoovviviiiiniiiiiniiiiens 18
3.2.2.7. Steviol glikozit kompozisyonunun belirlenmesi..........c.ccccoeveveiiieieennnns 19
3.2.2.8. IstatiStiksel ANAZIET ..........ccuevevevereeceeecececececececee et eeseees 19

4. BULGULAR VE TARTISMA . ...t 20

4.1. Ekstraksiyon,Santrifiij ve Durultma Isleminin Bx, pH ve Titrasyon Asitligi
Uzering EtKiSi..........ooovviiiiiiiiiiieiiie e 20

4.2. Ekstraksiyon,Santrifiij ve Durultma Isleminin Renk Degerleri Uzerine Etkisi . 22

4.3. Ekstraksiyon, Santrifiij ve Durultma Isleminin Reb A ve Steviosit Miktarlar1
Uzerine EKISI. ... .....oiiii e 24

vii



4.4. Ekstraksiyon, Santrifiij ve Durultma Isleminin Antioksidan Kapasite
Degerleri Uzering ELKiSi......oveueviiucueeceeectceeeeteeeeeeeeeseseeeeseesssesesesesesesees o eeeeneens 26

4.5. Sulu ve etil alkollii ekstraktlarin tiim islem basamaklarindan sonra fenolik
bilesik degerlerinin karsilastirilmast...............ccoiiiiiiiiiiiii s . 28

4.6. Membran Filtrasyon Isleminin Suda C6ziiniir Kuru Madde (Bx), pH ve

Titrasyon Asitligi Uzerine BLKiSi......ooveeevereereeererereessesesesesesesesesesesssesesessssseseseseeens 32
4.7. Sulu ve Etil Alkolli Stevia Ekstraktlarmin Renk Degerlerinin
Karg1lagtirTlmasT.......c.uveeei i e e e e 34
4.8. Sulu ve alkollii stevia ekstraktlarinin Reb A ve steviosit degerlerinin
KarS1laStirilmMast .......coivuiee it 36
4.9. Sulu ve Etil Alkollii Stevia Ekstraktlarinin Antioksidan Kapasite Degerlerinin
KargilagtirTmasT.......c.uvieiiiiiie e e e e e e 39
5.SONUGLAR. ..o e 42
B. KAYNAKLAR . . e 44
T EKLER . 48
OZGECMIS

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

‘Bx : Briks

d : Dakika

g : Gram

S : saniye

P : Permeat

R : Retentat

kDa : Kilodalton

L - Litre

mL : Mililitre

ulL : Mikrolitre

Mm : Mikrometre

Nm : Nanometre

G > Santrifiij kuvveti

rpm . Dakikadaki devir say1s1
Kisaltmalar

HPLC . Yiiksek performansl sivi kromatografisi
HYDRO : Hydrosart

PESU : Polieterstilfon

Reb A : Rebaudiosit A

UF . Ultrafiltrasyon

NF : Nanofiltrasyon

MWCO : Membran filtre ayirma sinir1 (Molecular Weight Cut Off )
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GIRIS Y. KAPI

1. GIRIS

Giliniimiizde bir¢ok gidada bulunan seker insan beslenmesinin temel gida
bilesenlerinden biri haline gelmistir. Basit sekerlerin kolay elde edilebilmesi ¢ok fazla
tilketilmesine yol agmis ve bu nedenle asir1 seker tiikketiminin sebep oldugu hastaliklarin
artmasina neden olmustur. Bu durum sekere alternatif olarak diger tatlandiricilarin
kullanimimi artirmistir. Glnliik hayatta kullandigimiz sekerin yerine ayni miktardaki
sekerden daha tatli olan ve daha az enerjili yapay tatlandiricilarin laksatif etkiye sahip
olmalar1 gibi olumsuz o6zelliklerinin olmasmin yani sira mevzuatlar geregi belirli
katkilama limitlerinin olmas tiiketicilerin dogal {iriinlere kars1 ilgisinin artmasina sebep
olmus; sonug olarak bu durum dogal tatlandiricilar1 daha 6nemli hale getirmistir.

Stevia bitkisi Paraguay orjinli bir bitkidir. Cok yillik ¢ali formunda olup bu
bitkiden elde edilen ekstraktlar dogal tatlandirici grubuna girmektedir. Tiirkiye’de seker
otu olarak bilinen stevia bitkisi (Stevia rebaudiana B.) Tarim ve Orman Bakanligi
tarafindan yayinlanan bitki listesinde “pozitif” olarak yer almakla beraber Tirk Gida
Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligine uygun oldugu bildirilmistir. Steviol
glikozitlerin E960 kodu ile birgok tiriinde kullanilmasina izin verilmistir (Gedik ve Tans1
2017).

Stevia bitkisi tatlandiric1 6zelligi yani sira sagliga olumlu etkisi agisindan da
onemli bir bitki olup, giliniimiize kadar yapilan ¢alismalarda olumsuz higbir etkisi
bildirilmemistir. Diyabet, hipertansiyon ve obezite gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmasinin yani sira Sakaroza gore 200-300 kat daha fazla bagil tatliliga sahip sifir
kalorili steviol glikozitleri igerir. Yapisinda bulunan steviol glikozitler igerisinde
rebaudiosit A (reb A) ve steviosit biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu ¢alismada stevia bitkisinden, insan sagligini olumlu etkileyen bazi fonksiyonel
bilesikleri de igeren dogal bir tatlandiricinin elde edilmesini saglayan teknigin
belirlenmesi amag¢lanmigtir. Endiistriyel olarak stevia yapragindaki steviol glikozitler;
ozellikle rebaudiosit A (reb A) fraksiyonu saflagtirilarak piyasaya arz edilmektedir.
Piyasadaki stevia iceren tatlandiricilar steviol glikozitler disinda diger fonksiyonel
bilesikleri icermeyecek sekilde bir saflagtirma prosediirii ile elde edilmekte olup bu
amacla su disinda organik c¢ozgenler, regineler ve cesitli ¢Oktiirme ajanlari
kullanilmaktadir. Yaygin olan ticari iiretimlerde ayrica reb A disindaki diger steviol
glikozitler uzaklastirnlmakta veya kimyasal ya da biyokimyasal yollarla bagil tatlilig:
daha yiiksek fraksiyonlara doniistiiriilmektedir. Dolayisiyla yaygin iiretim prosesleri ¢ok
sayida ve kimyasal uygulama gerektiren liretim basamagini igermektedir. Bu proje ile ise
fiziksel uygulamalarla zenginlestirilmis ve faydali fonksiyonel bilesenleri de igeren kabul
edilebilir diizeyde bagil tatliliga sahip bir stevia tirlintiniin iiretim siirecinde fonksiyonel
bilesenler ve steviol glikozitlerin kompozisyonundaki degisimin incelenmesi
hedeflenmistir. Bu projenin sonuglar1 kullanilarak minimal islem gérmiis, kabul edilebilir
tatliliga sahip ve insan saglhigina faydali bir {iriiniin yerli kaynaklarla {iretilebilmesi i¢in
gerekli bilimsel sonuglarin elde edilmesi hedeflenmistir.
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Steviol glikozitler agisindan zenginlesen ekstraktlarda iiretim basamaklarinda
fenolik bilesiklerin devamliliginin tespit edilmesi, saptanacak optimum isleme tekniginin
belirlenmesi agisindan oOnemlidir. Bagil tathilig1 yiiksek ekstraktlarda fonksiyonel
bilesiklerin korunmasi durumunda insan sagligi agisindan 6nemli bir fonksiyonel iiriin
elde edilmis olacaktir. Stevia ekstraktlarinin tatlandirict 6zellikleriyle ilgili ¢aligmalar
yapilmis olmakla beraber icerdigi diger fonksiyonel bilesiklerin antioksidan ve
antimikrobiyel etkisi tizerinde de durulmustur.

Projede materyal olarak kuru stevia yapraklarindan steviol glikozitler su ve etil
alkolle ekstrakte edilip membran teknolojisiyle zenginlestirilmis ve bu prosesin tim
asamalarinda bazi fonksiyonel bilesiklerin varli§i saptanmustir.

Uretilen {iriinlerin her asamasinda, suda ¢dziiniir kuru madde (briks), pH degeri,
titrasyon asitligi, renk degerleri, antioksidan kapasite, fenolik madde dagiliminin
belirlenmesi (LC-MS/MS), HPLC analizi ile steviosit ve reb A tayini yapilmistir.

Bu ¢aligmada stevia ekstraksiyonu ve saflastirmada sadece santrifiij kuvveti ve
membran ayirma sistemi gibi fiziksel etkiler kullanilmistir. Dolayisiyla bitki kaynakli
safsizliklardan 6zellikle fenolik maddelerin 6nemli diizeyde kalmasi beklenmistir. Bu
fenolik bilesenler i¢inde 6zellikle kuersetin ve kuersetin-3-glikozit varligi uygulama
basarist agisindan onemlidir. Calisma sonunda bagil tatlilig1 yeterli, glikozidik acilig
kabul edilebilir seviyede ve 6zellikle kuersetin varlig1 korunmus; 6zet olarak bagil tatliligi
yaninda fonksiyonel 6zellikleri de korunmus bir {iriiniin elde edildigi liretim kosullarinin
saptanmasi hedeflenmistir. Daha 6nce bu tarz bir ¢alisma yapilmamig olmasi projenin
bilimsel ¢aligmalar ve endiistriyel uygulama agisindan farkli bir bakis agis1 yaratabilecegi
distiniilmistiir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Stevia bitkisi

Stevia bitkisi (Stevia rebaudiana Bertoni), Giliney Amerika’nin kuzey
bolgelerinde dogal olarak yetisen ¢ok yillik cali formunda bir bitki olup Asteraceae
familyasina aittir (Geuns 2003). Bu bitki nemli ve sicak ortamlarda yetistirilmektedir.
Ayrica deniz seviyesinden 3500 m yiikseklige kadar yetisebildigi tespit edilmistir
(Carifio-Cortés vd. 2007). Stevia bitkisinin ilk yetistigi yer Giiney Amerika’nin Paraguay
bolgesindeki Amambey tepeleridir fakat zamanla Cin, Tayvan, Tayland, Kore, Brezilya,
Meksika, Singapur, Endonezya, Malezya ve ABD gibi iilkelerde de yetistirilmeye
baslamistir (Sivaram ve Mukundan 2003).

Sekil 0.1. Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) Bitkisi (Anonim 2017)

Stevia nemli ortamlarda yetisebilen, 60-90 cm boyunda, 20-24°C ideal sicakligi
olan bir bitkidir. Bitki, tuzluluga karsi hassasiyeti yiiksek olmakla birlikte 9°C’nin
altindaki sicakliklara tolerans gostermemektedir. Genel olarak pH degeri 4-5 olan asidik
ozelikteki topraklarda yetisirken pH 6.5-7.5 olan topraklarda da az miktarda gelisim
saglayabilmektedir.

Stevia bitkisi T.C. Tarim ve Ormancilik Bakanligi’nin pozitif bitkiler listesine
2004 yilinda girmistir. Stevianin insan saglig: lizerindeki etkisi tizerinde yapilan birgok
calisma sonucunda steviol glikozitlerin insanlar tarafindan uzun siireli tiikketiminin saglik
acisindan bir sorun teskil etmedigi tespit edilmis ve stevianin tiiketimin giivenli oldugu
belirtilmistir (Koyama vd. 2003; Maki vd. 2008; Wheeler vd. 2008).

Gilinlimiizde stevia bitkisinden elde edilen iirlinlerin gida katki maddesi olarak
kullanimina bir¢ok iilkede izin verilmektedir. Stevianin gida katki maddesi olarak
kullanirmma ABD’de 2008, Avrupa’da 2011, Tiirkiye’de ise 2013 yilindan beri izin
verilmektedir. Steviadan elde edilen tatlandiricilar E960 kodu ile kullanilmaktadir. Yas
stevia yapraklari sakarozdan 10-15 kat, kurutulmus stevia yapraklari ise 200-300 kat daha
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fazla tatlandiric1 oOzellige sahiptir (Ghanta vd. 2007). Stevia bitkisinin yapilan
arastirmalara gore yaklasik 150 alt tiirii bulunmaktadir (Nunes vd. 2007).
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Sekil 2.2. Steviol, Steviosit ve Reb A Kimyasal Yapist (Nunes vd. 2007)

Stevia bitkisinin yapraklarinda bulunan tath bilesikler diterpen glikozit (steviol
glikozit) bilesiklerdir. Onemli bir bitki hormonu olan giberellik asidin baslangic
asamasina ¢ok benzeyen bir olusum mekanizmasi kullanilarak sentez edilirler. Steviol
glikozit ve giberellin mekanizmalar1 ara bilesik kauren sentezinden sonra ayrilir.
Steviadaki lauren steviole (tatli glikozitin temel yapisi) doniistiiriiliir, daha sonra esas
tatlandiricilart olusturmak igin glikolize edilirler (Smith ve Vanstadin 1992).

Steviosit, stevia yapraklariin kuru maddesinde yaklasik %4-20 oranindadir. Bu
oran tiir ve isleme tekniklerine gore farklilik gosterebilir. Reb A, stevioside kiyasla
genellikle daha az miktarda bulunur fakat bagil tatliligi steviositten daha yiiksektir
(Kumar vd. 2012, Sic Zlabur vd. 2013). Bu iki steviol glikozit genellikle major steviol
glikozitler olarak bilinmektedir.

Yapilan arastirmalara gore stevia yetistiriciligi ve kullanimi Cin, Brezilya,
Paraguay, Meksika, Rusya, Endonezya, Kore, ABD, Kanada ve Arjantin dahil olmak
tizere diinyanin bir¢ok yerinde yayilmaktadir. Tiim diinyada iiretilen stevia ekstraktlarinin
biiyiik bir boliimii olan yaklasik %80’ini Cin kokenli firmalar kargilamaktadir. Tiirkiye
de ise ilk olarak 2009 yilinda deneme iiretimine Antalya’da baglanmistir (Tursun vd.
2017).

Stevia yapraklarinda birden ¢ok steviol glikozit bilesigi bulunmaktadir. Stevianin
kurutulmus yapraklarinin sakarozdan 200-300 kat daha fazla tatliliga sahip olan Steviol
glikozitler i¢erdigi bilinmektedir (Lemus vd. 2012).

Stevia bitkisinin kuru yapraklarmin 100 mg’lik kisminda 51-56 mg karbonhidrat,
17-19 mg ham lif, 3-5 mg yag, 11-16 mg protein ve 7-11 mg arasinda kiil oldugunu tespit
edilmistir (Khiranoi vd. 2017). Ancak islenmemis stevia yapraginin gida formiillerinde
kullanim1 yaygin degildir.
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Yapilan bir arastirmada stevia yapraklarinda glutamik asit, aspartik asit, lisin,
serin, alanin, prolin, tirosin, izoldsin ve metiyonin gibi 9 esansiyel amino asit tespit
edilmistir (Mohammad vd. 2007). Abou-Arap vd. (2010) tarafindan ise stevia
yapraklarinda toplam 17 aminoasit tanimlanmustir.

Bir bagka arastirmaya gore kuru stevia yapraklarinin 1.9-5.6 g /100g arasinda lipit
igerdigi bildirilmistir (Goyal ve Samsher 2010).

Stevia bitkisi iizerinde yapilan toksikoloji ile ilgili arastirmalarda stevianin,
mutajenik ve kanserojenik herhangi bir etkisi oldugunu gosteren bir sonu¢ bulunmamistir
(Klongpanichpak vd. 1997).

Stevia bitkisinin diger tatlandiricilarla karsilastirildiginda fenilketonuri ve diyabet
hastalar1 tlizerinde olumlu etkileri oldugu saptanmustir. Steviol glikozitlerin, sakaroz
yerine kullanilip obezite, hipertansiyon ve diyabet hastalarimin tedavisinde de
kullanabilecegi belirtilmistir (Jaroslav vd. 2007).



KAYNAK TARAMASI Y. KAPI

2.2. Fenolik Bilesikler ve Ozellikleri

Flavonoidler kimyasal yap1 ve 6zellikleri birbirinden kismen farkli olan, fenolik
bilesikler sistematiginde ¢ok sayida {iyesi olan ve bitkilerde yaygin olarak bulunan ¢ogu
fonksiyonel 6zelliklere sahip bilesiklerdir. Flavonoller, flavonlar, flavanonlar, katesinler
ve antosiyanidinleri i¢eren ana flavonoid grubu i¢inde karakterize edilmis 4.000'den fazla
flavonoid vardir (Cook vd. 1996).

Fenolik bilesikler, esasen fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki gruba
ayrilirlar. Flavanoidler, bitkisel ¢aylarin, meyve ve sebzelerin dogal yapilarinda bulunan
polifenolik antioksidanlardir (Nizamlioglu ve Nas 2010). Fenolikler dogal yapiya sahip
olan ¢ok aktif antioksidanlardan olup, radikalleri baglama, metallerle selatlar1 olusturma
ve lipoksigenaz enzimini inhibe etme ozellikleri ile yiiksek antioksidan etkiye sahip
olmalar1 gibi fonksiyonlariyla bilinmektedir (Nichenametla vd. 2006).

Fenolik bilesikler, hidroksil grubunun (-OH ) aromatik bir hidrokarbon grubuna
bagli oldugu aromatik yapidaki kKimyasal bilesiklerdir. En basit yap1 fenole (CeHsOH)
aittir. Fenolik bilesikler, molekiildeki fenol iinitelerinin sayisina bagli olarak basit fenoller
veya polifenoller olarak smiflandirilir.  Fenolik bilesikler, bir¢ok fizikokimyasal
ozelliklere sahip bilesiklerdir. Hidroksil gruplari (-OH) asitlik diizeylerini, benzen
halkalar1 (aromatik halka) ise bazlik diizeylerini belirlemektedir.

Farmasotik ve tibbi endiistrilerde birgok fenolik bilesik, kanser gibi patolojilerin
ve bazi hastaliklarin 6nlenmesinde kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin gogu antioksidanlar,
anti-kanserojenler, antimutajenler ve hatta anti-inflamatuarlar olarak siniflandiriimakla
beraber bunlardan bazilarinin programlanmis hiicre 6liimiinii veya hiicre dongiisiiniin
tutuklanmasini engelledigi ve metabolizmay1 diizenledigi, hiicre yapismasini 6nlendigi,
cogalmayr diizenledigi; bdylece potansiyel olarak tiimorlerin  tedavisinde
kullanilabilecegi tespit edilmistir.
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Cizelge 2.1. Stevia yapraklarinda bulunan antioksidan bilesikler (Kim vd. 2012; Christaki
vd. 2013; Ghanta vd. 2007; Wolver-Rieck vd. 2012 )

Polifenolik Bilegikler
Polifenclik asitler

Klorojenik asitler

Flavonaoitler

Flavanaoller

Flavonlar

pirogaliol
4-metoksibenzoik asit
d-kurnarik asit
4-metilkatekol

sinapik asit

sinnamik asit

3-kafeoikinik asit (3-CQA)
5-kafeoikinik asit (5-CQA)
4-kafeoilkinik asit (4-CQA)
3,5-dikaffecilkinik asit (3,5-diCQA)
3, 4-dikaffecilkinik asit (3,4-diCQA)
4 5-dikaffecilkinik asit (4,5-diCQA)
5-kafeoylshikimic asit
S-feriloyilikinik asit

Diger klorojenik asitler

kuersetin
kuersetin-3-0-g-p-arabinosit
kuersetin-3-0-B-p-ramnosit
kuersetin-3-0-glukozit
kuersetin-3-O-rutinosit
kuersetin-3-0-(4-0-trans-kafeoil ja-L-
ramno-piranosil-(1-6)-B-o
galatopiranosit
kaempferol-3-0O-ramnosit
apigenin
apigenin-4’-0--p-glikozit
apigenin-7-0-B-0- glikozit
luteclin

luteolin-7-0-f-0- glikozit
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Sekil 2.3. Stevia bitkisinde bulunan 6nemli fenolik bilesiklerin kimyasal yapisi

Antioksidan etkisi en yliksek bilesikler; gallik asit, floroglusinik asit, kafeik asit
ve gentisik asittir. Yapilarinda flavanoidler, sinamik asit tiirevleri, kumarinler ve benzeri
fenolik bilesikleri bulundurmalarindan dolayr ¢ogu bitkinin antioksidan kapasitesi
yiiksektir. Yapilan ¢alismalarda fenolik bilesiklerin; antialerjik, antiinflamatuar,
antidiyabetik, antimikrobiyel, antipatojenik, antiviral ve antitrombotik 6zellikleri ve
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, osteoporoz, diyabete mellitus ve norodejeneratif
hastaliklarda koruyucu etkileri oldugu saptanmistir (Macdougall 2002).

Ruiz vd. (2015) stevia yapraklarinin antioksidan 6zelliginin klorofil, karotenoid,
fenolik bilesikler ve flavonoidler gibi polar bilesiklerden kaynaklandigini belirtmislerdir
(Sekil 2.2).

Stevia ekstraktlari igerisinde antimikrobiyel etkiye sahip gallik asit, kafeik asit ve
protokatesik asit gibi bazi fenolik asitler ve stevia ekstraktinda mevcut olabilen
kaempferol, kuersetin, izokuersetin, apigenin ve luteolin gibi baz1 flavonoid maddelerin
oldugu tespit edilmistir (Cushnie ve Lamb 2005).

Kuersetinin antioksidan karakteri kimyasal yapisi, hidroksil (~OH) ikameleri ve
ozellikle katesol tipi B halkasinin varlig1 ve konumundan kaynakli oldugu belirtilmistir
(Rice-Evans vd. 1996; Wang vd. 2006).
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Kuersetin (3, 5,7, 3 ', 4"-pentahidroksiflavon), bes alt siniftan biri olan bir flavonol
olup hem ekili hem de yabani bitkilerde bulunan baslica flavonoidlerden birisi olarak
smiflandirilir (Cook vd.1996; D'Andrea 2015).

Yapilan bir dizi epidemiyolojik ¢alismada giinde 68 mg diizeyine kadar toplam
flavonoid tiiketimi ile (biiylik oranda yiiksek kuersetin diizeyi ile) tiim kanser tiirlerinin
olgu siklig1 arasinda negatif bir iliski oldugunu kanitlamistir (Hertog vd 1995; Lin vd.
2006). Ayrica, giinde 40 mg seviyesine kadar flavonoid tiiketimi (%95'i kuersetin) ile
kanser olgusu arasinda negatif bir iliski oldugunu gosteren ¢alismalar vardir (Knekt vd.
1997; Knekt vd. 2002).

Hayvanlar iizerinde yapilan bazi deneysel ¢alismalarda kuersetinin antioksidan
etkilerinin beyin ve kalp gibi dokulardaki oksidatif hasari, iskemik reperfiizyon hasarinda
ve oksidatif stres olusturan ajanlara maruz kalmay1 azalttig1 bildirilmektedir (Dogan vd.
2015; Bayne vd. 2002).

Japonya'da yapilan bir caligmada, plazmadaki kuersetin miktarinin artmasiyla hem
toplam hem de LDL-kolesterol konsantrasyonunda bir azalma oldugu gorilmiistiir
(Hertog vd. 1994). Finlandiya'da yapilan bagka bir ¢aligmada ise elma ve sogan agisindan
zengin diyetin kuersetin diizeyini artirdigini ve bunun da koroner mortaliteyi azaltmaya
yardimet oldugunu gostermistir (Knekt vd. 1996).

Sytar vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada kokeni farkli 5 stevia bitkisinin
yapraklarinin  antioksidan kapasitesi ve fenolik madde dagilimi saptanmistir.
Yapraklardaki fenolik maddelerin yarisindan fazlasin1  kuersetinin  olusturdugu
belirlenmistir. Bunun yaninda p-kumarik asit ve katesinin de miktarlarinin fazla oldugunu
ve fenolik bilesikler i¢inde sarimsi yesil renk veren kuersetin bilesiginin anti karsinojenik
ozelliginden dolay1 (Baghel vd. 2016; Rauf vd. 2018; Farias ve Pozo 2019) saflastiriimis
ve kapsiillenmis sekilde tiikketime arz edildigi belirtilmistir. Son zamanlarda yapilan
caligmalar baz1 flavonoidlerin lipit peroksidasyonuna neden olan siiperoksit ve hidroksil
radikallerinin olusumunu engelledigini gostermektedir (Preedy vd. 2014).

2.3. Stevia Bitkisinden Ekstrakt Uretimi

Bu ¢alismada stevia bitkisinin ekstraktlarinda saflagtirma islemi yapilacagi igin
belirli islemler uygulanmistir. Fonksiyonel bilesiklerin, stevia ekstraktlari tizerinden
incelemesi saglanacagi igin {irline ekstraksiyon islemi uygulanmis; ¢alismada su ve etil
alkol olmak tizere iki farkli ¢6ziicti kullanilmistir.

Ghosh vd. (2008) Stevia rebaudiana yapraklarmin antimikrobiyel o6zellikleri
tizerine yaptiklar1 ¢calismada 6 farkli ¢oziicii kullanarak (su, etanol, petrol eteri, siklo
hekzan, aseton ve kloroform) elde ettikleri ekstraktlarin gidalarda bozulmaya neden olan
10 patojen (Alternaria solani, Helminthosporium solani, Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus) iizerindeki etkisini
incelemislerdir. Sonug olarak 250 pg/mL petrol eterli ekstraktin, E. coli'nin petride
bliylimesini engelledigini, bakterilerden ise S. aureus ve kiifler arasinda P.
chrysogenum un dort ekstrakta da (su, petrol eteri, siklo hekzan ve kloroform) duyarh
oldugunu, fakat B. subtilis'in petrol eteri ve aseton ekstrakti disinda kalan biitiin
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ekstraktlara kars1 en fazla direng gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica, Stevia yapraklari
dort farkli solvent (etil asetat, aseton, kloroform ve su) ile ekstrakte edilmis ve bu
ekstraktlarin Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Aeromonas hydrophila ve Vibrio cholerae'ye kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi tespit
edilmistir.

Diger bir ¢alismada kuru stevia yapraklarinda bulunan steviol glikozitleri (SGs)
sicak su ile ekstrakte edilip proses parametrelerinin yanit yiizey metodolojisi ile
optimizasyon ¢alismas1 yapilmistir. Calismada yaprak su orani (1:5-1:20), 1sitma siiresi
(10-120 dakika) ve sicaklik (30-90°C) olarak belirlenmistir. Calisma sonucunda steviol
glikozit ve renk agisindan en iyi kosulun su sicakliginin 78°C, ekstraksiyon siiresinin 56
dakika ve yaprak su oraninin 1:14 (g/ml) oldugu kosullarda saglandigi tespit edilmistir
(Rai vd. 2012).

2.4. Stevia Ekstraktlarinin Saflastirilmasi ve Zenginlestirilmesi

Stevia bitkisinden elde edilen ekstraktlarinin ac1 ve otsu kokusu tiriinlerde direk
olarak kullanimini1 engellemektedir. Stevianin {iriin formiilasyonlarinda kullanilabilmesi
icin belirli islemlerden geg¢mesi gerekmektedir. Bunlardan en 6nemlisi saflagtirma ve
zenginlestirme islemleridir. Saflagtirma ve zenginlestirme islemlerinde yaygin olarak
kullanilan yontem membran filtrasyon yontemidir.

Filtrasyon sistemi bir akiskan sistemde boyut farkina dayanarak iki veya daha
fazla bilesenin ayrilmasi membran proses olarak tanimlanir (Girard ve Fukumoto 2000).

Membran filtrasyon teknikleri icinde en yaygin uygulama olan ultrafiltrasyon
(UF) ayn1 zamanda saflastirma, konsantre etme ve makro molekiilleri veya ¢ok kiigiik
kolloidal siispansiyonlar1 fraksiyonlarina ayirma yontemi olarak da goriilebilir. Genel
olarak UF membranlar1 molekiiler biiyiikligii 20 kDa’dan biiyiik molekiilleri tutma
kabiliyetine sahiptirler. Nanofiltrasyon membranlar1 (NF) ise 20 kDa’dan daha kiiclik
molekiilleri ters ozmos (RO) uygulamasi simirma kadar ayirabilmektedir. UF ve NF
uygulamalarinda 2-10 bar arasinda basing uygulanmaktadir. Genelde UF membran
tarafindan gegirilmeyen maddeler sekerleri, biyomolekiilleri, polimerleri ve kolloidal
partikiilleri ihtiva ederler. Literatiirde Stevia ekstraktinin ultrafiltrasyon gibi membran
ayirma teknikleriyle zenginlestirildigi az sayida ¢aligma mevcuttur (Fuh ve Chiang 1990).
yaptiklar1 calismada ultrafiltrasyon isleminde ayirma simirlart 25-100 kDa arasinda
degisen membranlardan yararlanarak steviositin zenginlestirilmesini saglamislardir.
Ayrica ters ozmos yontemiyle konsantrasyon ve iyon degistiricide daha ileri diizeyde
saflagtirma yapilmistir (Zhang vd. 2000).

Stevia ekstraktinin tatlandiriciya islenmesinde 0,35 mikron seramik filtre
kullanarak yapilan mikrofiltrasyonun 6n islem olarak kullanildigi basamagi izleyen 2,5
kDa ayirma simirinda nanofiltrasyon isleminin uygulandigi bir zenginlestirme prosesi
ortaya konmustur. Bagka bir ¢alismada ise mikrofiltrasyon isleminin 6n basamagi olarak
ham ekstrakta modifiye edilmis zeolit kullanilmistir (Silva vd. 2007). Sonug¢ olarak
permeatta yani tiirlinde istenilen bilesen kompozisyonuna ulasabilmek i¢in membran
karakteri ve proses parametrelerinin se¢imi olduk¢a 6nem arz etmektedir. Literatiirde
membran filtrasyon teknikleriyle steviol glikozitlerin yiiksek oranda saflastirilmasini
saglayan tanimlanmis kesin bir metot mevcut degildir. Ancak c¢esitli ¢alismalarin

10
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sonuglarina gore kademeli bir membran prosesi ile steviol glikozitlerin fraksiyonlarina
ayrilabilecegi anlagilmaktadir.

Membran prosesler genelde saflastirma, derisiklendirme ve fraksiyonlara ayirma
gibi farkli 6zelliklere sahipken endiistride birgok kullanim alan1t mevcuttur. Bir membran
ayirma prosesinde membranlar giren maddeyi permeat ve retentat olarak adlandirilan iki
akima ayirir. Permeat ya da filtrat yar1 gegirgen membrandan gecen akigskan kisimdir.
Retentat ya da konsantrat akimi ise membrandan gecemeyen kismi olusturur. Membranin
kalinliginin mikron seviyesinden birka¢ milimetreye kadar degisebilecegi belirtilmistir
(Dinger vd. 2006).

Membran prosesler bilesenlerin molekiil agirliklar1 ve boyutlarina gére ayrim
yapan sistemlerdir. Endiistride gelismis ve hala gelismekte olan membran prosesler
mevcuttur. Aralarinda tam anlamiyla gelisimini tamamlamis ve endiistriyellesmis olan
membran prosesleri mikrofiltrasyon, nanofiltrasyon, ultrafiltrasyon ve ters ozmostur
(Sekil 2.5). MF, UF ve NF’da ayirma sekli birbirine benzerdir ve molekiiler eleme
prensibine dayanir. RO membranlarda gézenek boyutu son derece kiiclik oldugundan
ayirma mekanizmast membrani olusturan zincirlerin 1s1l hareketine dayanmaktadir.

Stevia yapraklarinin ekstraksiyon ve saflagtirma basamaklari endiistriyel olarak
uygulanmaktadir. Yiiksek kalitede iirlin veren, basit ve ekonomik yoOntemler ile
caligmalarin gelistirilmesi adina yontemler de mevcuttur (Shi vd. 2002).

Giintimiizde steviol glikozitlerin ekstraksiyonuyla ilgili farkli metotlarin
gelistirildigi birgok patent de mevcuttur. Bu caligmalar arasinda ekstraktlara ¢elatlama
ajani ilave edilerek saflagtirma (Kumar 1986), kalsiyum oksit ile ¢oktiirme ve iyon
degistiricilerle saflagtirma (Giovanetto 1990), metanol ekstraksiyonuyla safsizliklari
uzaklastirma (Payzant vd. 1999) ve Ca-zeolit dolgulu kolonla saflagtirma (Mantovaneli
vd. 2004) gibi uygulamalar yer almaktadir.
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Sekil 2.5. Endiistride kullanilan membran prosesleri (Anonim 2018)

Reb A’nin saflastirilmasi iizerine yapilan bir ¢alismada 10, 20, 30 ve 50 kDa
ayirma sinirina sahip membranlar kullanilmis ve en etkili membranin 30 kDa ayirma
smirina sahip membran oldugu bulunmustur. Calisma sonucunda 30 kDa membrandan
gegirilen ekstraktin permeat akisindaki reb A ve steviosit miktarlarinin %44.43 ile
%44.22 oldugu tespit edilmis ve bu akidan elde edilen sonuclarin en yiliksek sonuglar
oldugu bildirilmistir (Das vd.2015).

Stevia bitkisinin yapisinda bulunan steviol glikozitlerin saflagtirilmasi igin
yapilan diger bir caligmada saflagtirma amaciyla 6zel olarak tasarlanmis polietersiilfon
(PESU) membranlar1t NF, UF ve MF uygulanarak stevia ekstraktlarinin safsizliklarinin
uzaklastirilmasinda kullanilmis ve %37 saflik ve %30 verim elde edildigi belirtilmistir
(Vanneste vd. 2011).

Yaygin olan bir¢ok proseste organik ¢oziiciiler kullanilarak stevia yapraklarindan
glikozit bazl bilesiklerin ekstraksiyonu ve rafine edilmesi pek ¢ok islemi de beraberinde
getirmektedir. Bu amagla yapilan baska bir ¢alismada hem islem proseslerinin miktarini
hem de iiriine kullanilan kimyasallarin miktarlarin1 azaltmak adina membran proses
basamaklar1 uygulanmistir (Zhang vd. 2000).

Bu ¢alisma kapsaminda etil alkol ve su olmak {izere iki kontrol grubu kullanilip ,
esktraksiyon, santrifiij, durultma ve kademeli membran filtrasyon islemleri yapilip elde
edilen ara iirlinler ve son iiriinde tanimlayici analiz, steviol glikozit kompozisyonu tayini,
antioksidan kapasitesi tayini ve fenolik madde dagilimi igin gerekli analizler yapilip,
calismanin amaci olan fonksiyonel bilesiklerin miktarlarinin ve varliginin devamliliginin
tepsiti yapilmist
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Projede hammadde olarak Akdeniz Universitesi Yerleskesinde bulunan Tarla
Bitkileri Bolimii deneme alanindaki LEVENT93 kodlu stevia bitkisi ¢esidi
kullanilmistir. Materyal Eyliil 2019 da elle hasat edilip yapraklar1 dallarindan ayrildiktan
sonra 70°C sicaklikta etiivde kurutulmus; kurutma islemine su oran1 %5 oluncaya kadar
devam edilmistir. Kurutulmus yapraklar hali hazirda oda sicakliginda kapali dolaplarda
ogiitme islemine kadar muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1 Kurutulmus stevia yapraklari

Bitkilerin yetistigi arazi Akdeniz kirmiz1 toprak 6zelligini tasimakta olup killi-
tinl1 yapiya sahiptir. Hafif alkali, kirecli ve organik maddesi diisiiktiir. Denemede
kullanilan parsellerdeki bitki sikligit 60 cm x 40 cm olup yaz donemindeki sulama
damlama sulama yontemi ile yapilmistir. Damlama sulama ile 10 kg/da N ile 5 kg/da P20s
ve K20 olacak sekilde giibreleme yapilmistir. Yetisme doneminde yabanci ot miicadelesi
capa ile yapilmistir ve herhangi bir kimyasal kullanilmamustir. Bitkiler ¢igeklenme
baslangicinda (Eyliil ay1 ilk haftasi) toprak yiizeyinden yaklasik 10 cm yiiksekten elle
hasat edildikten sonra yapraklar1 ayrilarak kurutma ortamina alinmis ve kurutma 40°C’de
kurutma dolabinda yapilmistir. Bitkilerin tiim yapraklar1 alinarak karistirilmis ve
materyal olarak saklanmistir (Kurung vd.2020).

3.2. Metot
3.2.1. Stevia yapraklarinin su ve etil alkol ile ekstraksiyonu

Bu arastirmada "Kademeli membran filtrasyon uygulamalarinin stevia
ekstraktlarinin saflastirilmasinda kullanilmasi" adli projenin (TUBITAK 1002, Proje ID:
462420) ara c¢iktis1 yontem olarak kullamilmistir. Kuru stevia yapraklari yabanci
maddelerden ayiklanarak laboratuvar tipi oOgiitiici (Waring, ABD) yardimi ile
parcalanmistir. Ogiitiilmiis kuru stevia yapraklari ekstraksiyon islemi igin 1:15 dgiitiilmiis
yaprak:su oraninda karistirilarak malaksorde 20 C’de 30 dakika boyunca karistirilmig
daha sonra 2900xg kuvvetinde 20°C’de 15 dakika boyunca santrifiij edilerek kaba filtre
kagidindan gecirilmistir
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Sekil 3.2. Ogiitiilmiis kuru stevia yapraklar

Ham stevia ekstraktlarina kati partikiiller ve fenolik maddeler gibi makro
molekiillerden olusan safsizliklarin giderilmesi i¢in jelatin ve bentonit gibi durultma
yardimci maddeleri kullanilarak 50°C deki su banyosunda sicak durultma uygulanmaistir.
Berraklastirma asamasinda durultma enzimi ve durultma yardimcilarinin dozaji 6n
demelerle saptanmis ve bu amagla bentonit (%5), jelatin (%1) ve kizelzol (%3) durultma
yardimc1 maddelerinin stok ¢dzeltilerinin her birinden belirlenen konsantrasyonda
alarak 40 ml ekstrakt {izerine ilave edilerek 6n denemeler gergeklestirilmistir. Sicak
durultma asamasinda su banyosunda (Jeio Tech, BS-06/31, Seoul, Korea) 50 °C’de
tutulan stevia ekstraktina durultma yardimci maddeleri ilave edilip bu sicaklikta 3 saat
bekletildikten sonra durultma sonlandirilmustir. Durultma sonunda olusan tortu
alinmadan st kisimdaki berrak ekstrakt kaba filtreden siiziilerek ayrilmistir (Kulcan
vd.2020).

Elde edilen berrak sivi kisma polietersiilfon, (PESU) membran kullanilarak 30
kDa ayirma sinirinda ultrafiltrasyon uygulanmustir(Sekil 3.4). Islem sonunda %90’lik
permeat akist ayrilmis (P1) ve permeat akisina hydrosart, (HY DRO)membran kullanilarak
5 KDa ayirma sinirinda nanofiltrasyon uygulanmstir(Sekil 3.5). Nanofiltrasyonda elde
edilen retentat akisi ana iirlin olarak degerlendirilmistir. Nanofiltrasyon ile elde edilen
retentat akisinin gesitli sekerli tirtinlerin formiilasyonunda kullanilabilir nitelikte oldugu
belirlenmistir. Bahsi gegen proses su ve etil alkol olmak tizere iki farkli ¢oziicii ile ve en
az li¢ tekerriir halinde gerceklestirilmistir. UF ve NF sonrasi retentat ve permeat akisinda
analizler ayr1 ayr1 yapilip stevia ekstraksiyonunda yaygin olan etil alkol kontrol grubunun
tiretiminde ¢oziicii olarak kullanilmistir. Kontrol grubunun etil alkol oldugu 6rneklerin
alkolii, filtrasyon islemi sonucunda evaporatér yardimiyla ugurulup, ayn1 miktarda su
eklenerek analizleri yapilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.3. Stevia ekstraktlarina uygulanan islemler
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Sekil 3.4. Ekstraktlarin 30 kDa ayirma sinirina sahip membran ile mikrofiltrasyonu

Sekil 3.5. Ekstraktlarin 5 kDa ayirma sinirina sahip membranlar ile nanofiltrasyonu
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Sekil 3.6. Etil alkollii ekstraktlarda ki alkoliin evaporator ile uzaklagtirilmasi

3.2.2. Analiz yontemleri
3.2.2.1 Suda ¢oziiniir kuru madde tayini

Sulu ve alkollii stevia ekstraktlarina yapilan islemler sonrasinda kuru madde tayini
dijital refraktometre (Isolab, Almanya) kullanilarak tespit edilmistir (Cemeroglu 2007).

3.2.2.2. pH tayini

Tiim trtinlerin pH tayini 20°C de 10 mL’lik 6rneklere pH metrenin (FE20-Five,
Mettler-Toled, Ohio, ABD) cam elektrotunun daldirilmasiyla yapilmistir.

3.2.2.3. Toplam asitlik tayini

Tiim {rtinlerin toplam asitlik tayini Ol¢iilirken 10 mL 6rnek alinip, pH 8,1
degerine gelinceye kadar 0,1 N NaOH (Merck, Almanya) ile titre edilerek toplam asitlik
tayini yapilmistir. Toplam asitlik, susuz sitrik asit cinsinden asagida verilen formiil baz
alinarak hesaplanmistir (Cemeroglu 2007).

Titrasyon Asitligi (%) = (V*F*100/M)*E
V: Harcanan 0,1 N NaOH miktar1 (mL)

F:1
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E: 1 M1 0,1 N NaOH’in susuz sitrik asit cinsinden esdeger asit miktar1

M: Titre edilen 6rnegin ger¢ek miktar: (mL)

3.2.2.4. Renk analizi

Tiim 6rneklerin renk degerlerinin 6l¢imiinde UltraScan-VIS (Hunterlab) renk
Olclim cihazi kullanilarak, sonuglar L, a, b degerleri olarak ifade edilmistir.

3.2.2.5. Antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Ekstraktlarin antioksidan aktivitesi Shahidi vd. (2006)’ne gore belirlenmistir. Bu
amagla 1,9 mL 6x10-5 M DPPH ¢ozeltisine (saf metanol ile hazirlanmig) 100 uL ekstrakt
eklenerek karisim calkalandiktan sonra karanlik odada oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda orneklerin absorbans degeri kontrol olarak metanol
kullanilarak spektrofotometrede 515 nm'de 6l¢iiliip standart Trolox (6-Hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit) kurvesi kullanilarak miktar tayini yapilmustir.

3.2.2.6. Fenolik madde dagiliminin belirlenmesi

Fenolik bilesen analizi Rouphael et al. (2016) tarafindan belirtilen yonteme gore
gergeklestirilmistir. Bu amagla 0,5 g 6rnek 15 ml 10 mM formik asit igeren %75’°lik
metanol (LC-MS saflikta) ¢ozeltisi ile buz banyosunda 3 dakika ultraturaks yardimiyla
ekstrakte edilmis ve daha sonra 15 ml ayni ¢ozelti ile tekrar ayni ekstraksiyona tabi
tutulmustur. Ekstraktlar daha sonra 4000 d/d hizda santrifiij edilerek ve supernatant kismi
0,2 mikron seliiloz siringa ucu filtreden gegirilip LC-MS/MS (Thermo Scientific, TSQ
serisi) cihazina enjekte edilmistir. Orneklerin LC-MS/MS cihazinda enjeksiyonunda
Thermo Hpyersil Gold, 50 x 2.1 mm, 1.9 um C18 kolon kullanilmis olup kromatografik
ayrimda 4 mM amonyum format ve %0,1 formik asit igeren su (A) ve 4 mM amonyum
format ve %0,1 formik asit iceren methanol ¢ozeltileri (B) hareketli faz olarak
kullanilmastir.
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3.2.2.7. Steviol glikozit kompozisyonunun belirlenmesi

Materyal olarak kullanilan stevia yapraklarinda baslangigta ve ekstraktlardan
alan Orneklerde steviosit ve rebaudiosit A miktarlart HPLC ile harici standart metodu
kullanilarak belirlenmistir (Anonim 2012). Analizde Shimadzu marka HPLC cihaz1 (LC
20 AD) C18 kolon (5 um, 250 x 4.6 mm, ID) ve photodiode array (PDA) dedektdr sistemi
(210 nm) ile birlikte kullamilmistir. Hareketli faz olarak fosfat tamponu (10 mmol/L
sodyum fosfat, pH 2.6) ve asetonitril (HPLC safliginda, Merck) karisimi (68:32)
kullanilip hareketli faz akis hiz1 0.8 ml/dk olarak ayarlanmistir. Ornekler 0,45 pum’lik
filtreden siiziildiikten sonra enjekte edilmistir.

3.2.2.8. istatistiksel analizler

Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS (IBM SPSS Statistics, Version
25.0) istatistik programi kullanilmistir. Verilere Oncelikle normal dagilim testi
uygulanmis; bu test neticesinde ulasilan sonuca gére Bagimsiz Orneklemler T testi ve
Mann-Whitney U testinden yararlanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4;.1. Ekstraksiyon,Santrifiij ve Durultma isleminin Bx, pH ve Titrasyon Asitligi
Uzerine Etkisi

Sulu ve etil alkollii stevia ekstraktlarinin membran filtrasyonun her kademesinde
3 paralel seklinde suda ¢oziniir kuru madde, pH ve titrasyon asitligi degerleri 6l¢iilmiis
ve analiz sonuglari gizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Membran Filtrasyon basamagindan once ekstraksiyon, santrifiij ve durultma
islemi sonrasinda sulu (S) ve etil alkollii (A) 6rneklerdeki, suda ¢oziiniir kuru madde, pH
ve titrasyon asitligi degerleri

Stevia Ekstrakti Bx’ (%) pH Titrasyon Asitligi
Ekstraksiyon Ornegi (S)  3.10°+0.000  5.806%+ 0.003 0.100% + 0.002
Ekstraksiyon Ornegi (A) 4.03°+0.070  6.093°+0.018  0.088" + 0.002
Santrifiij Ornegi (S) 3.100°+ 0.000 4.823*+0.015  0.047%+ 0.002
Santrifiij Ornegi (A) 3.300°+0.000 5.473°+0.037  0.102P+0.004
Durultma Ornegi (S)  4.000%+0.058 5.9272 + 0.003 0.0922 + 0.002
Durultma Ornegi (A)  2.433°+0.088  4.633" + 0.007 0.052° + 0.000

Degerler iizerinde bulunan harfler 6rneklerin kendi grubu ic¢indeki degerinin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu
gosterir.

Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1 incelendiginde sulu 6rneklerin islemler sonrasinda suda
¢Oziiniir kuru madde icerigi artarken alkollii 6rneklerin suda ¢oziiniir kuru madde
iceriginin azaldigi; pH ve titrasyon degerlerinin sulu 6rnekler de santrifiij isleminden
sonra azalip tekrar yiikseldigi, alkollii 6rneklerde ise her iglem basamagindan sonra
azalma oldugu tespit edilmistir. Membran filtrasyon basamagindan Once yapilan
islemlerdeki 6rneklerin suda ¢oziiniir kuru madde, pH ve titrasyon asitligine bakildiginda
sulu ve alkollii ekstraktlar arasinda istatiksel a¢idan fark oldugu goriilmektedir. Santrifiij
ve durultma uygulamalar1 ekstraktlarin tanimlayici 6zelliklerini etkilemistir.
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Membran Filtrasyon basamagindan donce sulu ekstraktlarin ekstraksiyon, santrifiij ve
durultma islemi sonrasinda érneklerde ki, suda ¢6zlinur kuru madde, pH ve titrasyon asitligi

degerleri.
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W Ekstraksiyon Ornegi  m Durultma Ornegi  m Santrifiij Ornegi
Membran Filtrasyon basamagindan 6nce alkolll ekstraktlarin ekstraksiyon, santrifij ve
durultma islemi sonrasinda 6rneklerde ki, suda ¢6zlnir kuru madde, pH ve titrasyon asitligi
degerleri.
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Sekil 4.1. Her iki kontrol grubu igin ekstraksiyon, santrifiij ve durultma islemi
sonrasindaki drneklerin suda ¢oziiniir kuru madde, pH ve titrasyon asitligi degerleri
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4.2. Ekstraksiyon,Santrifiij ve Durultma isleminin Renk Degerleri Uzerine Etkisi

Sulu ve alkollii stevia ekstraktlarinin yapilan islemlerin her kademesinde, renk
degerleri (L",a*,b") degerleri dl¢iilmiis ve sonuglar Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Membran Filtrasyon basamagindan dnce ekstraksiyon, santrifiij ve durultma
islemi sonrasinda sulu (S) ve etil alkollii (A) 6rneklerdeki, renk degerleri

*

Stevia Ekstrakti L a’ b*

Ekstraksiyon Ornegi (S) 30.5132+0.030  -0.663%+ 0.057 4.773* + 0.586

Ekstraksiyon Ornegi (A) 31.460°+0.663  -1.887°+0.697 10.277°+0.343

Santrifiij Ornegi (S)  26.450°+0.020  -0.5332+0.026  0.207%+ 0.017

Santrifiij Ornegi (A) 23.510°+0.171  -0.480°+ 0.065 0.193%+ 0.050

Durultma Ornegi (S) ~ 27.473*+£0.128  -0.530°+-0.012  0.534%+0.023

Durultma Ornegi (A) 2.990°+0.038  -0.253*+ 0.506 0.447% + 0.007

Degerler tizerinde bulunan harfler 6rneklerin kendi grubu icindeki degerinin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu
gosterir.

L degeri parlakligi, a degeri kirmizilik ve yesilligi, b degeri ise sarilik ve maviligi
belirtmektedir. Bu degerler 0 ile 100 arasinda degiskenlik gostermektedir. Bu durumda a
degerindeki artis1 kirmiziligin artisimi gosterirken, azalmasi yesilligin arttigini gosterir.
Diger durumda b degerinin artmasi sariligin, azalmasi ise maviligin arttigini belirtir.
Analiz sonuglarina bakildiginda alkollii 6rneklerin L degerinin sulu ekstraktlara gore daha
yiiksek, ayn1 zamanda a degerlerinin daha diisiik olmasindan kaynakli yesilligin hakim
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2). Santrifiij islemi sonrasinda alkollii 6rneklerde b degeri
diisiiktiir. Tablodaki degerlere gore durultma Ornekleri ile santrifiij 6rneklerinin a ve b
degerleri hari¢ diger sulu ve alkollii stevia ekstraktlarinda L",a",b" degerleri arasinda
istatiksel agidan fark oldugu tespit edilmistir.
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Membran Filtrasyon basamagindan donce sulu ekstraktlarin ekstraksiyon, santrifiij ve
durultma islemi sonrasinda drneklerde ki, renk analizi (L",a",b" ) degerleri.
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Membran Filtrasyon basamagindan once alkolli ekstraktlarin ekstraksiyon, santrifiij ve
durultma islemi sonrasinda érneklerde ki, renk analizi (L*,a",b" ) degerleri.
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Sekil 4.2. Her iki kontrol grubu igin ekstraksiyon, santrifiij ve durultma islemi
sonrasindaki érneklerin renk analizi (L",a",b*) degerleri
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4.3. Ekstraksiyon, Santrifiij ve Durultma Isleminin Reb A ve Steviosit Miktarlari
Uzerine Etkisi

Cizelge 4.3. Membran Filtrasyon basamagindan dnce ekstraksiyon, santrifiij ve durultma
islemi sonrasinda sulu (S) ve etil alkollii (A) orneklerdeki, Reb A ve Steviosit degerleri

(mg/L)

Stevia Ekstrakti Reb A Steviosit
Ekstraksiyon Ornegi (S) 3611.4912+ 177.527 5227.173%+ 188.820
Ekstraksiyon Ornegi (A)  3765.648°+ 56.037 4679.570° + 17.134
Santrifiij Ornegi (S) 5050.503%+ 33.158 5654.203%+ 31.103
Santrifiij Ornegi (A) 4041.919°+ 18.950 5183.059° + 44.707
Durultma Ornegi (S) 5704.930%+ 124.243 6240.288% + 125.530
Durultma Ornegi (A) 3828.010% + 12.010 4928.262° + 12.288

Degerler iizerinde bulunan harfler drneklerin kendi grubu igindeki degerinin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu
gosterir.

Sulu stevia ekstraktlarinda reb A ve steviosit miktarlarinda islem basamaklarindan
sonra artis; alkollii 6rneklerde ise durultma islemi sonrasinda azalma goriilmiis (Sekil 4.3)
ve her iki kontrol grubunda da reb A i¢in durultma islemi sonrasi harig steviosit ve reb A
miktarlar1 igin istatistiksel agidan fark oldugu tespit edilmistir. Santrifiij ve durultma
islemleri sirasinda ekstraktlarin saflagsma diizeyi reb A ve steviosit miktarlarindaki oransal
artisin nedeni olarak diistiniilmiustiir.
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Membran Filtrasyon basamagindan donce sulu ekstraktlarin ekstraksiyon, santrifiij ve
durultma islemi sonrasinda ki, Reb A ve Steviosit degerleri.
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W Ekstraksiyon Ornegi  m Durultma Ornegi  m Santrifiij Ornegi
Membran Filtrasyon basamagindan once alkolli ekstraktlarin ekstraksiyon, santrifiij ve
durultma islemi sonrasinda ki, Reb A ve Steviosit degerleri.
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Sekil 4.3. Her iki kontrol grubu igin ekstraksiyon, santrifiij ve durultma islemi
sonrasindaki orneklerin steviosit ve reb A degerleri
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4.4. Ekstraksiyon, Santrifiij ve Durultma Isleminin Antioksidan Kapasite
Degerleri Uzerine Etkisi

Cizelge 4.4. Membran Filtrasyon basamagindan once ekstraksiyon, santrifiij ve durultma
islemi sonrasinda sulu (S) ve etil alkollii (A) Orneklerdeki antioksidan kapasite degerleri

Stevia Ekstrakti Antioksidan Kapasitesi (mg/100 g trolox esdegeri)
Ekstraksiyon Ornegi (S) 29667.857% + 163.663
Ekstraksiyon Ornegi (A) 64846.427° + 38.814
Santrifiij Ornegi (S) 29167,857% + 27.263
Santrifiij Ornegi (A) 64096.428° + 35.714
Durultma Ornegi (S) 27810,915 + 128,769
Durultma Ornegi (A) 63560.680° + 33.246

Degerler tizerinde bulunan harfler 6rneklerin kendi grubu icindeki degerinin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu
gosterir.

Stevia yaprak ekstraktlarinin kullanilan ¢oziicii tipine bagh olarak antioksidan
kapasitesi belirlenmistir (Cizelge 4.4). Ekstraktlarin antioksidan kapasitesini biiyiik
Olciide fenolik bilesikler belirlemektedir. Dolayisiyla, etil alkolle gergeklestirilen
ekstraksiyonda fenolik bilesik konsantrasyonun daha yiliksek olmasi bu oOrneklerde
antioksidan kapasitesinin de yiiksek olmasina neden olmustur. Sulu ve etil alkollii
ekstraktlar arasinda antioksidan kapasite acisindan istatistiksel olarak farklilik tespit
edilmistir ve islem basamaklar1 arttik¢a her iki kontrol grubunun da antioksidan kapasitesi
baslangi¢ orneklerine gore azalma gostermistir (Sekil 4.4).
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Membran Filtrasyon basamagindan 6nce sulu ekstraktlarin ekstraksiyon, santrifij ve
durultma islemi sonrasinda ki, antioksidan kapasitesi degerleri.
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Membran Filtrasyon basamagindan once alkolli ekstraktlarin ekstraksiyon, santrifij ve
durultma islemi sonrasinda ki, antioksidan kapasitesi degerleri
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Sekil 4.4. Ekstraksiyon, santrifiij ve durultma islemi sonrasinda sulu (S) ve etil alkollii
(A) orneklerdeki antioksidan kapasite degerleri (mg/100 g trolox esdegeri
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4.5. Sulu ve etil alkollii ekstraktlarin tiim islem basamaklarindan sonra fenolik bilesik degerlerinin karsilastirilmasi

Cizelge 4.5. Membran Filtrasyon basamagindan once ekstraksiyon, santrifiij ve durultma islemi sonrasinda orneklerdeki klorogenik asit,
kafeik asit, Rutin, Kuersetin-3-glikozit, Luteolin, Apigenin ve Kuersetin degerleri (mg/kg)

8¢

Stevia Ekstrakti Klorogenik Asit Kafeik Asit Rutin Kuersetin-3-glikozit Luteolin Apigenin Kuersetin
Ekstraksiyon Omegi (S) 94.396% + 28.308 4.461*+£4.593  16.770* + 2.603 2.7382+0.327 7.889 +£2.093 - -
Ekstraksiyon Ormegi (A)  595.350° + 8.061 3.009°+0.980 50.951°+1.211 8.400°+0.108 - - -
Durultma Ornegi (S) 34.987¢+ 0.904 22.278*+£0.010 34.841%+0.631 4.0722+£0.135 9.024+0.214 - 0.318%+0.903
Durultma Ornegi (A) 230.763° = 14.852 6.173°+£0.459  51.290°+ 0.606 9.008" + 0.748 - - 0.270*+0.759
Santrifiij Ornegi (S) 57.789° + 4.551 - 7.960% 369 3.965°+ 0.090 1.0992 +0.122 - -
Santrifiij Ornegi (A) 295.601° + 2.840 6.173 £0.458 55378+ 1.443 11.246° £ 0.200 - - 2.895 +0.307
30 kDa (R)® 126.720°+ 40.227  32.934*+12.380 82.830°+40.316  11.870°+ 5.906 34591 +£4.593 7.870+0.779  3.860%+3.048
30 kDa (R)* 404.393°+ 2.466 4.655°+1.551  70.028°+3.691 11.756° + 0.289 - - 3.1412+1.193
30 kDa (P)® 38.8282 +10.271 8.695°+ 8.913 2.167*+£0.25 0.330°+0.162 - - -

30 kDa (P)* 276.585°+ 76.369 3.965°+3.135 50.302° + 18.37 8.534°+2.832 - - 2.522 +1.677
5kDa (R)® 26.107°+ 8.699 18.779°+ 5.243 3.937°+1.276 0.5452+0.102 - - -
5kDa (R)* 312.618°+ 71.880 17.9232+22.048  60.300°+3.110 9.839°+ 1.953 - - 3.859 +£0.567
5kDa (P)® 96.207%+ 36.784 6.834 +10.432 4,567+ 1.46 0.420°+0.128 - - -
5kD (P)* 139.027° £ 3.614 - 37.451° +2.587 7.159°+0.611 - - 0.505 +0.352

Degerler iizerinde bulunan harfler 6rneklerin kendi grubu i¢indeki degerinin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir
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Sekil 4.5. Tiim islem basamaklar1 sonrasinda sulu ekstraktlardaki klorojenik asit, kafeik asit, Rutin, Kuercetin-3-glikozit, Luteolin, Apigenin
ve Kuersetin degerleri (mg/kg).
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Sekil 4.6. Tim islem basamaklar1 sonrasinda alkollii ekstraktlarda ki klorojenik asit, kafeik asit, Rutin, Kuercetin-3-glikozit, Luteolin,
Apigenin ve Kuersetin degerleri (mg/kg)
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Fenolik bilesiklerin dagilimi incelendiginde (Cizelge 4.5) sulu ve etil alkollii
gruplarin kontrol 6rneklerinde kafeik asit miktari, durultma 6rneklerinde ise kuersetin
miktar1 agisindan istatistiksel olarak farklilik goriilmemistir. Diger 6rnek gruplarinda ise
istatistiksel agidan farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Tabloda miktarlar1 verilmeyen
ornekler raporlama limitinin (0,2 mg/kg) altinda kaldigr igin miktarlart tespit
edilememistir.

Stevia yapraklarinin ekstraksiyonunda steviol glikozitler disinda kalan bilesenler
safsizlik olarak kabul edildigi i¢in ticari tirtinlerde fenolik maddeler gibi baz1 fonksiyonel
bilesiklerin varlig lizerine yeterli ¢aligma yapilmamistir. Sytar vd. (2015) farkh stevia
tiplerinde fenolik bilesiklerin yarisindan fazlasini kuersetinin olusturdugunu bildirmistir.
Kuersetin diginda p-kumarik asit ve katesin bulundugunu da belirtmislerdir. Bu ¢alismada
elde edilen sulu ve etil alkollii ekstraktlarin fenolik bilesik dagilimlar1 arasindaki 6nemli
farklar (Cizelge 4.5) her iki ¢6zgenin fenolik bilesikler lizerindeki ¢oziicii giicliniin farkli
olmasindan kaynaklanmaktadir. Nitekim, insan saglig1 lizerine en fazla olumlu etki yapan
kuersetin etil alkolde kolay ¢oziiniirken sulu ¢ozeltilerde sinirli ¢oziiniirliige sahiptir.
Buna ragmen sulu stevia drneklerine uygulanan zenginlestirme asamalarinda Snemli
diizeyde kuersetinin glikozidik formu olan kuersetin-3-glikozit belirlenmistir (Sekil 4.6).
Bu bilesigin anti karsinojenik 6zellik gostermesi (Baghel vd. 2016; Rauf vd. 2018; Farias
ve Pozo 2019) sulu ve etil alkollii stevia ekstraktlari agisindan safsizlik olarak
degerlendirilmeyip olumlu bir 6zellik olarak kabul edilmesi yanlis olmayacaktir. Diyet
yoluyla alinan flavonoid bilesikler i¢inde kuersetin varliginin yiiksek olmasi ile maruz
kalinan kanser olgusu siklig1 arasinda negatif bir iliski oldugu kanitlanmistir (Knekt vd.
1997; Hertog vd 1995; Knekt vd. 2002; Lin vd. 2006). Kuersetinin antioksidan etkilerinin
beyin ve kalp dokulardaki oksidatif hasari azalttigi da (Dogan vd. 2015; Bayne vd. 2002)
tespit edilmistir. Bunun diginda, kandaki kuersetin miktarinin artmasiyla total ve LDL-
kolesterol seviyesinde azalma oldugu da saptanmistir. Stevia ekstraktlarina ileri
saflagtirma prosesleri uygulamak yerine basit fiziksel aywrma tekniklerinin
uygulanmasiyla zenginlestirilmis ekstraktlarin hem tatlandirici 6zelliginden hem de insan
sagligina olumlu etkilerinden faydalanmak miimkiin goriinmektedir.
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4.6. Membran Filtrasyon Isleminin Suda Céziiniir Kuru Madde (Bx), pH ve
Titrasyon Asitligi Uzerine EtKisi

Cizelge 4.6. Sulu (S) ve etil alkollii (A) 30 kDa ve 5 kDa permeat ve retentat akilarinin,
suda ¢6ziiniir kuru madde, pH Ve titrasyon asitligi degerleri

Stevia Ekstrakti Bx’ pH Titrasyon Asitligi
Ekstraksiyon Ornegi (S) 3.10°+ 0,000  5.806%+ 0,003 0.100? + 0,002
Ekstraksiyon Ornegi (A) 4.03°+ 0,070 6.093°+ 0,018 0.088° + 0,002
30 kDa (R)® 12.311%+ 1.389  5.601%+0.192 0.1442 + 0.027
30 kDa (R)* 4200°+0.292  4.822°+ 0,064 0.054° + 0,003
30 kDa (P)® 0.6332+£0,100  6.6222+0,0637  0.0212+0.007
30 kDa (P)* 1.633°+ 0,087  5.723°+0,071 0.026%+0.013
5 kDa (R)® 1.800%+0.620  5.986+ 0,269 0.0382+0.016
5 kDa (R)" 4.922°+0.826  5.220°+0,226 0.0412 + 0.006
5 kDa (P)® 1.389°+£0.520  5.569%+ 0,398 0.045% + 0.009
5 kD (P)* 1.7782+0.120  4.650°+ 0.347 0.0412+ 0.010

Degerler iizerinde bulunan harfler drneklerin kendi grubu i¢indeki degerinin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu

gosterir.
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Membran Filtrasyon sonrasi 30 Kda ve 5 Kda membran filtreden ge¢mis sulu stevia
ekstraklarinin, suda ¢6ziinir kuru madde, pH ve titrasyon asitligi degerleri.
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Membran Filtrasyon sonrasi 30 Kda ve 5 Kda membran filtreden ge¢mis alkollU stevia
ekstraklarinin, suda ¢6ziinir kuru madde, pH ve titrasyon asitligi degerleri.
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Sekil 4.6. Her iki kontrol grubu igin 30 Kda ve 5 Kda permeat ile retentat akilarinin, suda
¢Oziinlir kuru madde, pH ve titrasyon asitligi degerleri
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Membran filtrasyon uygulamalari etil alkollii ve sulu stevia ekstraktlarinin suda
¢Oziinlir kuru madde, pH degeri ve titrasyon asitligini istatistiksel agidan 6nemli diizeyde
(p<0,05) degistirmistir. Bu ¢alismada her iki ¢6zgen arasinda pH ve ¢oziiniir kuru madde
acisindan farklilik tespit edilmis olsada tabloya gore iki grup arasinda titrasyon asitligi
acisindan 30 kDa’dan ge¢mis akilar disinda farklilik gériilmemistir (Cizelge 4.6). Yapilan
kademeli filtrasyon islemlerinden sonra suda ¢oziiniir kuru madde miktarinda pH ve
titrayon asitligine kiyasla daha fazla azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6).

Farkli tatlandiricilar kullanilarak iiretilen meyve sularinin titrasyon asitligi
degerlerinin incelendigi bir calismada stevia ekstrakti katkilanan meyve sularinda
titrasyon asitligi %0.5262 olarak tespit edilmis ve farkli tatlandiricilarin pH tizerindeki
etkisinin istatistiksel olarak Onemsiz oldugu belirtilmistir (Rocha ve Bolini 2015).
Reb A katkili mango meyve sulariyla yapilan bir arastirmada da baslangigta titrasyon
asitligi %0,1538 olan iirliniin depolamaya bagli titrasyon asitligi degisimi incelenmis ve
baslangi¢ 6rnegi ve son drnek arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur
(Cadena vd. 2013). Dolayisiyla, stevia ekstraktlarinin yiiksek bagil tatliligi nedeniyle pH
degeri ve titrasyon asitligi diizeyinin, katkilanan miktarmin diisiik olmasi nedeniyle,
eklendigi formiilasyonun pH degerini etkilemeyecegi diistiniilmiistiir.

4.7. Sulu ve Etil Alkollii Stevia Ekstraktlarinin Renk Degerlerinin Karsilastirilmasi

Cizelge 4.7. Sulu (S) ve etil alkollii (A) 30 kDa ve 5 kDa permeat ve retentat akilarinin
L", a", b” renk degerleri

Stevia Ekstrakti L* a* b*

Ekstraksiyon Ornegi (S)  30.5132+0.030  -0.663%+0.057  4.773%+0.586
Ekstraksiyon Ornegi (A)  31.460°+0.663  -1.887°+0.697  10.277°+0.343
30 kDa (R)® 24.023*+1.810  0.6722+0.099  0.4492+0.175
30 kDa (R)* 26.710°+0.535  0.740°+0.052  0.511°+0.586
30 kDa (P)® 24,6332+ 1.057  -0.710°+0.598 -0.544+ 0.064
30 kDa (P)* 26,619+ 0.477  -0.727*+0.316  0.359°+ 0.616
5 kDa (R)® 25416+ 0.742  -0.558*+0.740 -0.491°+0.116
5 kDa (R)" 26,489+ 0.327  -0.748°+0.070  0.092°+ 0.094
5 kDa (P)° 25.833+0.834  -0.783%+0.253 -0.531%+0.218
5 kDa (P)” 25.538%+ 1.462 -0.729*+0.055  0.314° + 0.368

Degerler iizerinde bulunan harfler drneklerin kendi grubu igindeki degerinin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu

gosterir.
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Membran Filtrasyon sonrasi 30 Kda ve 5 Kda membran filtreden ge¢mis sulu stevia
ekstraklarinin, renk analizi (L",a",b" ) degerleri.
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Membran Filtrasyon sonrasi 30 Kda ve 5 Kda membran filtreden ge¢mis alkollU stevia
ekstraklarinin,renk analizi ( L",a",b")degerleri.
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Sekil 4.8. Her iki kontrol grubu i¢in 30 Kda ve 5 Kda permeat ile retentat akilarinin, renk
analizi (L",a",b*) degerleri

35



BULGULAR VE TARTISMA Y. KAPI

Ekstraksiyonda kullanilan ¢dzgen tipine bagli olarak permeat akilarindaki L
degerinin retentat akilarindaki L degerine gore daha diisiik oldugu; ayn1 zamanda a ve b
degerlerinde de azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.8). Fenolik bilesiklerin etil
alkollii ekstraktlarda daha yiiksek ¢Oziiniirliige sahip olmasindan dolay1 O6zellikle
yesilimsi sar1 renkteki kuersetin ve tlirevlerinin varligindan dolayr etil alkollii
ekstraktlarin renginin daha yesilimi oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7). Calisma
sonucunda her iki kontrol grubunun renk degerleri arasinda 6nemli farkliliklarin sayisinin
az olmasi stevia ekstraktlarinin katki olarak kullanildig tirtinlerde renk agisindan 6nemli
bir degisime neden olmayacagini diisiindiirmiistiir.

Literatiirde steviol glikozitler ve diger tatlandiricilarla katkili mango meyve
sulariyla yapilan bir arastirmada L", a*, b* degerleri incelenmis ve steviol glikozit katkil:
tirtinlerde bu degerlerin daha diisiik oldugu sonucuna varilmistir (Cadena vd. 2013).

4.8. Sulu ve alkollii stevia ekstraktlarinin Reb A ve steviosit degerlerinin
karsilastirilmasi

Sulu ve etil alkollii stevia ekstraktlarinin membran filtrasyon uygulamalari
sonunda Reb A ve steviosit konsantrasyonlar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Sulu (S) ve etil alkollii (A) 30 kDa ve 5 kDa ayirma sinirindaki membran
filtrasyon uygulamasi sonunda permeat (P) ve retentat (R) akilarinin Reb A ve Steviosit
miktarlar1 (mg/kg)

Stevia Ekstrakti Reb A Steviosit

Ekstraksiyon Ornegi (S)  3611.491%+ 177.527 5227,173*+ 188.820

Ekstraksiyon Ornegi (A)  3765.648°+ 56.037 4679,570° + 17.134

30 kDa(R)® 21472.393%+ 11135.326 19965.954% + 10356.034
30 kDa(R)" 5288.109°+ 862.098 6470.329° + 909.916
30 kDa(P)® 620.146% + 58.015 857.398% + 62.418

30 kDa(P)A 2762.590° + 51.138 3550.029° + 44.199

5 kDa(R)® 1909.7612 + 2862.673 1437.485% + 271.700

5 kDa(R)* 7343.236° + 2224.538 8209.983° + 2217.144
5 kDa(P)® 583.073% + 56.638 995.866% + 146.450
5 kDa(P)* 1974.435° + 204.208 3025.758" + 318.229

Degerler tizerinde bulunan harfler 6rneklerin kendi grubu i¢indeki degerinin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu

gosterir.
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Membran Filtrasyon sonrasi 30 Kda ve 5 Kda membran filtreden ge¢mis sulu stevia
ekstraklarinin,Reb A ve Steviosit degerleri.
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Membran Filtrasyon sonrasi 30 Kda ve 5 Kda membran filtreden ge¢mis alkollU stevia
ekstraklarinin,Reb A ve Steviosit degerleri.
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Sekil 4.9. Her iki kontrol grubu i¢in 30 Kda ve 5 Kda permeat ile retentat akilarinin,

steviosit ve reb A degerleri (mg/kg)
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Ultrafiltrasyon uygulamasi i¢in kullanilan 30 kDa ve nanofiltrasyon uygulamasi
i¢cin 5 kDa ayirma sinirinda membranlar kullanilarak yapilan ¢calismada toplam ekstraktin
%9011k kismi1 permeat olarak alinmistir. Her iki membran filtrasyonda sulu ve etil alkollii
ekstraktlarda reb A ve steviosit miktarlar1 agisindan istatiksel olarak fark Onemli
bulunmustur(Cizelge 4.8). Her iki uygulamadan sonra reb A ve steviosit miktarlarindaki
azalmanin sulu orneklerde alkollii 6rneklere kiyasla daha fazla oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.9). Steviol glikozit ekstraksiyonunda yaygin olarak uygulanan endiistriyel
yontemlerde ¢ozlicii giicliniin yliksek olmasindan dolayi etil alkol tercih edilmektedir. Bu
arastirmada uygulanan ekstraksiyonda itici gii¢ olarak dekantor ekstraksiyon modelini
temsil edecek sekilde santrifiij kuvveti kullanildig1 i¢in suyun ¢6ziicii giiciiniin etil alkole
kars1 kismen zayif olmasinin yiiksek “g” kuvveti nedeniyle dezavantaja doniismemesi
i¢cin diafiltrasyon uygulamasiin sart oldugu ongoriilmektedir. Nitekim, zenginlestirme
amaciyla uygulanan kademeli membran filtrasyon modelinde ultrafiltrasyon
uygulamasinda elde edilen permeat akilar1 karsilastirildiginda sulu ekstraktlarda steviol
glikozit konsantrasyonunun diigiik oldugu; steviol glikozitlerin retentat akisinda kaldigi
goriilmektedir. Burada etil alkoliin yiiksek ¢oziicii giiclinlin membrandaki alikonma
giicinden yiiksek olmasi etkili olmaktadir. Son iiriiniin nanofiltrasyon uygulamasi (5
kDa) sonunda elde edilen retentat akisi etil alkol ekstraksiyonu sonunda elde edilen
retentat akisina gore cok yiiksek miktarda reb A ve steviosit igermektedir. Sulu
ekstraksiyon sonrasinda uygulanan membran uygulamalarinda retentat akisinin baslangic
hacmine su ile tamamlanarak tekrar filtre edildigi diafiltrasyon uygulamasinin verimlilik
acisindan fayda saglayacagi diisiiniilmektedir. Fonksiyonel fenolik bilesiklerin
zenginlestirilen ekstraktlar i¢inde konsantre olmasi agisindan da benzer bir etkinin
diafiltrasyon uygulamasiyla saglanabilecegi 0Ongoriilmektedir. Membran ayirma
tekniklerinin etkinliginde uygulama basinci ve sicakligi da etkili olabilmektedir.
Arastirmada kullanilan laboratuvar tipi membran filtrasyon sistemi 2,5 bar basincin
tizerinde calismaya izin vermedigi i¢in farkli degerlerde ¢alisma imkani saglanamamastir.
Reis vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada farkli gézenek boyutlarina sahip
membranlar kullanilmig ve membranlara farkli basing degerleri uygulanarak saflagtirma
islemi yapilmistir. Calisma sonucunda ortalama steviosit ve reb A konsantrasyonlari
strastyla 25.333 g/l ve 20.570 g/L bulunmustur. Bu calismada elde edilen verilerin
uygulama kosullariyla degistigi goriilmiistiir. Martinez-Alvarado vd. (2017) tarafindan
stevia ekstraktlarinin durultmasi iizerine yapilan ¢aligmada 0,2 um goézenekli membran
kullanilarak elde edilen stevia ekstraktlarinin filtrasyon oncesi ve sonrasi reb A ve
steviosit miktarlar1 belirlenmis ve filtrasyondan 6nce reb A ve steviosit miktarlarinin
sirastyla 4.61 g/L ile 0.66 g/L iken filtrasyondan sonra bu degerlerin 3.94 g/L ile 0.57 g/L
diizeyine diistiigii tespit edilmistir. Benzer sonuglar Chhaya vd. (2012) tarafindan yapilan
calismada da elde edilmistir.
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4.9. Sulu ve Etil Alkollii Stevia Ekstraktlarinin Antioksidan Kapasite Degerlerinin
Karsilastirilmasi

Cizelge 4.9. Sulu (S) ve etil alkollii (A) ekstraktlarda 30 kDa ve 5 kDa permeat ve retentat
akilarinin antioksidan kapasitesi degerleri

Stevia Ekstrakti Antioksidan Kapasitesi (mg/100 g trolox esdegeri)
Ekstraksiyon Ornegi (S) 29667.857% + 163.663
Ekstraksiyon Ornegi (A) 64846.427° + 38.814
30 kDa (R)® 35513.095? + 7785.591
30 kDa (R)A 63989.285° + 4314.413
30 kDa (P)® 47227.381% + 3798.831
30 kDa (P)A 66275.000° + 4333.991

5 kDa (R)® 51989.285+ 7422.302
5 kDa (R)A 55715.476% + 9745.501
5 kDa (P)® 45072.620% + 851.731

5 kDa (P)* 47929.761%+ 4723.139

Degerler tizerinde bulunan harfler 6rneklerin kendi grubu i¢indeki degerinin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu
gosterir.
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Membran Filtrasyon sonrasi 30 Kda ve 5 Kda membran filtreden ge¢mis sulu stevia
ekstraklarinin,antioksidan kapasitesi degerleri.
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m30Kda(R) m30Kda(P) m5Kda(R) M5 Kda(P)

Membran Filtrasyon sonrasi 30 Kda ve 5 Kda membran filtreden gegcmis alkollu stevia
ekstraklarinin,antioksidan kapasitesi degerleri.
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Sekil 4.10. Her iki kontrol grubu i¢in 30 Kda ve 5 Kda permeat ile retentat akilarinin,
antioksidan kapasitesi degerleri (mg/100 g trolox esdegeri
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Sulu ve etil alkollii 6rneklerde antioksidan kapasite agisindan nanofiltrasyon
uygulamasinda istatistiksel olarak farklilk mevcut degilken ultrafiltrasyon
uygulamasinda etil alkollii ve sulu 6rneklerde antioksidan kapasite agisindan farklilik
mevcuttur (p<0,05). Etil alkollii 6rneklerin antioksidan kapasitesinin sulu 6rneklere gore
daha yiiksek miktarda oldugu Cizelge 4.9 ve Sekil 4.10°da goriilmektedir. Bu durum
fenolik bilesiklerin kontrol grubunun alkol oldugu 6rneklerdeki ¢6ziinme miktarinin sulu
orneklere gore daha yiiksek olmasindan kaynaklandigi agiktir.

Shukla vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada etil alkolle ekstrakte edilen stevia
yapraklarinin antioksidan ve antimikrobiyel etkileri incelenmis ve ekstraktlardaki
hidroksil radikal stiptirme aktivitesi 81.08 pg/mL, nitrik oksit radikal siipiirme aktivitesi
132.05 pg/mL, DPPH radikal siipirme aktivitesi 93.46 pg/mL, siiperoksit radikal
stipiirme aktivitesi ise 109.01 pg/mL olarak bulunmustur. Ghanta vd. (2007) tarafindan
yapilan ¢alismada ise etil asetat ve metanol ile ekstrakte edilen stevia yapraklarinin
antioksidan kapasitesi incelenmis ve DPPH radikal siipirme aktivitesi etil asetath
ekstraktlar i¢in 9.26 pg/mL, metanollii ekstraktlar icin ise 47.66 pg/mL) olarak
bulunmustur.
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5. SONUCLAR

Bu ¢alismada kurutulmus stevia bitkisinin yapraklari su ve etil alkol olmak tizere
iki farkli karakterde ¢oziiciiyle ekstrakte edilerek steviol glikozitler fiziksel ayirma
teknikleriyle zenginlestirilmistir. Saflastirma proseslerinden farkli olarak bitkinin
yapraklarindan gelen ve fonksiyonel Ozellikleri olan baz1 bilesiklerin proses
basamaklarindaki varlii ve bazi tanimlayici degerler belirlenmis ve uygulanan islemlerle
iliskilendirilerek yorumlanmaistir.

Aragtirmada uygulanan islem basamaklarinda baslangi¢c Orneklerinin analiz
sonugclari ile membran filtrasyon islemi sonrasindaki 6rneklerin analiz sonuglari arasinda
baz1 degerlerde farkliliklar olugsmustur. Tanimlayic1 degerlerden suda ¢oziiniir kuru
madde iceriginde azalma olmus, pH ve titrasyon asitligi agisindan 6nemli bir farklilik
tespit edilmemistir. Ekstraktlarin renk degerleri incelendiginde parlakligi ifade eden L
degerinde etil alkol ve su ile ekstrakte edilen 6rneklerde azalma goriilmiis; a degerinin
azalmasiyla yesillik artmig ve b degerinin azalmasi ile sarilik azalmistir. Steviosit ve reb
A miktarlarinda ise her iki grupta da baslangi¢ miktarlarina gore proses basamaklarinda
azalma meydana gelmistir. Tiim zenginlestirme basamaklarinda Reb A miktarindaki
azalmanin steviosit miktarina gore daha fazla oldugu goriilmiistir.

Reb A ve steviosit miktarlarinin etil alkollii ve sulu ekstraktlarda degisimine
bakildiginda yapilan islemler sonrasinda etil alkollii ve sulu stevia ekstraktlarindaki
miktarlarinin diisiik olmadigi; alkollii 6rneklerdeki reb A ve steviosit miktarlarinin sulu
ekstraktlardaki orneklere oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Steviol glikozit
varlig1 acidan ¢oziicii farkinin etkili oldugu saptanmustir.

Stevia ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerinin Karsilagtirmasi yapilmistir.
Ozellikle etil alkollii ekstraktlarda sulu ekstraktlara kiyasla antioksidan kapasitesinin
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Antioksidan kapasitesi degerlerinin yapilan
zenginlestirme ve saflagtirma islemleri sonrasinda da miktarlarinin biiytik bir boliimiinii
korudugu tespit edilmistir.

Membran filtrasyon prosesleri uygulandiktan sonra ekstraktlardaki fenolik
bilesiklerin degisimi HPLC/MSMS analiz teknigi ile saptanmigtir. Kaynak taramalarina
gore stevia yapragi bilesimindeki ¢ok 6nemli fonksiyonel bilesenler olarak ifade edilen
kuersetin ve tlirevleri ve apigenin gibi fenolik bilesiklerin varlig arastirilmistir. Kuersetin
ve beraberinde baz1 fenolik maddelerin saflastirilmis preparatlarin anti kanserojen dogal
madde olarak tiiketime sunuldugu bilinmektedir. Sulu ve etil alkollii ekstraktlarda
apigenin tespit edilememistir. Ancak kuersetin ve tlrevleri Onemli miktarlarda
bulunmustur. Her iki ¢6zgen kullanilarak elde edilen ekstraktlarda hakim olan fenolik
bilesik klorogenik asit olmakla beraber kuersetin-3-glikozit miktar1 da 6nemli seviyede
saptanmistir. Genel olarak fenolik madde kompozisyonu islem basamaklarindan
etkilenmistir. Etil alkollii ekstraktlar fenolik maddeler bakimindan daha zengin
bulunmustur.

Bu tez calismasi sonunda elde edilen bulgulara gore sadece zenginlestirme
prosesleri uygulanarak minimal islem gormiis, belirli bir bagil tathiliga sahipken aym
zamanda anti kanserojen maddeler de igeren dogal bir tatlandiricinin endiistriyel 6lgekte
iiretilebilecegi diisiincesi ortaya ¢ikmistir. Ozellikle sulu ekstraktlarin “dogal ve az islem
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gormiis” gida konseptine uygun iiretim modelinde degerlendirilebilecegi sonucuna
varilmstir.

Literatiirde stevia bitkisi i¢in birgok c¢alismaya rastlanmaktadir. Ancak, stevia
bitkisinin ¢ogu hastaligin tedavi siiresini destekleyici bilesenleri de igermesi bu bitkinin
ekstraktlarmin sadece gida endiistrisinde degil saglik sektoriinde de kullanilabilecegini
diistindiirmektedir.
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7.EKLER

EK-1 Birinci kademe filtrasyon (30 kDa) sonucunda etil alkollii ekstraktlardan elde edilen
retentat akisinin reb A ve steviosit degerlerine ait kromotogram
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EK-2 Birinci kademe filtrasyon (30 kDa) sonucunda etil alkollii ekstraktlardan elde
edilen permeat akisinin reb A ve steviosit degerlerine ait kromotogram
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EK-3 Ikinci kademe filtrasyon (5 kDa) sonucunda etil alkollii ekstraktlardan elde edilen
retentat akisinin reb A ve steviosit degerlerine ait kromotogram
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EK-4 ikinci kademe filtrasyon (5 kDa) sonucunda etil alkollii ekstraktlardan elde edilen
permeat akisinin reb A ve steviosit degerlerine ait kromotogram
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EK-5 Birinci kademe filtrasyon (30 kDa) sonucunda sulu ekstraktlardan elde edilen
retentat akisinin reb A ve steviosit degerlerine ait kromotogram
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EK-6 Birinci kademe filtrasyon (30 kDa) sonucunda sulu ekstraktlardan elde edilen
permeat akisinin reb A ve steviosit degerlerine ait kromotogram
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EK-7 ikinci kademe filtrasyon (5 kDa) sonucunda sulu ekstraktlardan elde edilen retentat
akisinin reb A ve steviosit degerlerine ait kromotogram
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EK-8 ikinci kademe filtrasyon (5 kDa) sonucunda sulu ekstraktlardan elde edilen permeat
akisinin reb A ve steviosit degerlerine ait kromotogram
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