EGE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

(YUKSEK LISANS TEZI)

GLIKOZITLERIN SUPERKRITIK CO,
EKSTRAKSIYONU iLE S. REBAUDIANA REBAUDIANA
YAPRAKLARINDAN ELDESI VE OPTIMIZASYONU
Aysen ERKUCUK
Biyoteknoloji Anabilim Dah
Bilim Dah Kodu: 614.02.07
Sunus Tarihi: 29.07.2009

Tez Damisman:: Yar. Doc. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS

Bornova-Izmir






III

Aysen ERKUCUK tarafindan YUKSEK LiSANS TEZI olarak
sunulan “Glikozitlerin Siiperkritik CO, Ekstraksiyonu ile S.
rebaudiana rebaudiana Yapraklarindan Eldesi ve Optimizasyonu”
baslikli bu galisma E.U. Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile
E.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Egitim ve Ogretim Yonergesi'nin ilgili
hiikiimleri uyarinca tarafimizdan degerlendirilerek savunmaya deger
bulunmus ve 29/07/2009 tarihinde yapilan tez savunma sinavinda aday

oybirligi/oycoklugu ile basarili bulunmustur.

Jiiri Uyeleri: imza

Jiiri Bagskan1  : Yar. Dog. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS ....ccoovvveeenee.

Raportor : Prof. Dr. Erdal BEDIR L.

Uye : Prof. Dr. Serife HELVACI ..,



IV



v

OZET

GLIKOZIiDLERIN SUPERKRITIK CO, EKSTRAKSIYONU iLE
S. rebaudiana YAPRAKLARINDAN ELDESI VE
OPTIMIiZASYONU

ERKUCUK, Aysen
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Yar. Doc. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS
Temmuz 2009, 119 sayfa

Bu calismada, Akdeniz Bolgesinde ilk kez yetistirilen S.
rebaudiana yapraklarimin siiperkritik akiskan teknolojisi (SCFE) ile
ekstraksiyonunun optimizasyonu ve yapisinda en ¢ok bulunan steviozit
ve rebaudiozit A miktarlarinin belirlenmesi amaglanmistir.  SCFE
yontemiyle elde edilen ekstreler, ¢cozgen ekstraksiyonu ile elde edilen su
ve etanol ekstreleri ile kiyaslanmistir. Bu ekstreler ve posalar HPLC ile
analizlenerek miktar tayini yapilmistir. Box-Bhenken deneysel tasarim
programi kullanilarak optimizasyon yapilmistir. Optimum kosullar 211
bar, 80°C, %17.4 yardimci ¢dzgen orani olarak belirlenmistir. Toplam
glikozit miktar1 54.45 mg/g degerinde olup, steviozit 36.66 mg/g ve
rebaudiozit A 17.79 mg/g olarak bulunmustur. Toplam glikozit miktari,
su ekstraksiyonun da 64.49 mg/g iken etanol de 48.60 mg/g’la SCFE’den
daha diisiik bir deger elde edilmistir. SCFE ile elde edilen glikozit

miktarlart su ekstresindeki oranlara yakin olup, suyun buharlagtirilmasi
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icin gerekli enerji maliyetlerinin endiistriyel Olgekte yiiksek olmasi

nedeniyle SCFE alternatif bir yontem olarak sunulmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Stiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu, Stevia

rebaudiana, optimizasyon, steviozit, rebaudiozit A, Box-Behnken
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ABSTRACT

SUPERCRITICAL CO; EXTRACTION OF GLYCOSIDES FROM
S. rebaudiana LEAVES: IDENTIFICATION AND
OPTIMIZATION

ERKUCUK, Aysen
MSc Thesis in Biotechnology Department
Supervisor: Assistant Prof. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS

July. 2009, 119 pages

The aim of this work was to optimize the glycoside composition of
S. rebaudiana leaves grown for the first time in mediterranean region
using supercritical fluid technology (SCFE). These glycosides; stevioside
and rebaudioside A were identified by HPLC analyses of the leaves,
extracts and residues. Box-Bhenken design method was used for
optimization of the process. Optimum conditions were elicited as 211
bar, 80°C and 17.4 % cosolvent ratio. Yields were 36.66 mg/g stevioside,
17.79 mg/g rebaudioside A. Total glycosides value were 54.45mg/g close
to those obtained using conventional water extraction (64.49 mg/g) and
higher than ethanol extraction (48.60 mg/g) for one hour process. Energy
consumption of water evaporation is very high at large scale plant

therefore SCFE come out as an alternative method.
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1. GIRIS

Endiistride tibbi ve aromatik bitkilere ilgi artmaktadir. Bitkinin
hammaddesi, kokleri, yapraklari, ¢igekleri, meyvesi, ¢ekirdegi, govdesi,
sap1, embriyosu vb. olmaktadir. S. rebaudiana Bertoni, 1899’da botonik
bilimci Bertoni tarafindan Giiney Amerika’nin kuzey boliimiinde
(Paraguay, Brezilya) Amambay tepelerinde bilimsel olarak incelenmistir.
Kalorisiz olup, karbonhidrat icermemektedir. Bolgede yasayanlar
yapraklarini yiizlerce yildir ve giiniimiizde yoresel caylarinda, tatlhilarda,
1stya dayanikli oldugundan pisen yemeklerde ve hastaliklar1 tedavi etmek

amaciyla kullanmaktadirlar (Taylor, 2005).

Bitki bilimciler bu bitkinin yaprak ve koklerinin steviol-glikozit
sentezleyebildigi sonucuna varmiglardir. Ayrica ¢igeklerinde ve
saplarinda da steviozit miktarinin yapraklara gore diigikk oranlarda
oldugu belirtilmistir (Bondarev ve ark., 2001). Paraguay’li kimyaci
Ovidio Rebaudi 1900’1l yillarda bu bitki yapraklarindan, diisiik kalorili
iki cesit dogal kimyasal madde olan steviozit ve rebaudiozit A’y1 izole
etmistir (Pasquel ve ark., 2000). Steviozit ve rebaudiozit A gibi steviol
glikozitler ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda S. rebaudiana yapraklarinda
birikmektedir. Rafine edilmis yaprak ekstreleri ya da saf olarak elde
edilmis diterpen glikozit steviozit’ten elde edilmis {iriinler Japonya ve
Kore gibi iilkelerde siikroz (¢ay sekeri) yerine kullanilmaktadir. 1995
yilindan beri, Birlesmis Milletler ve Ingiltere gibi bazi iilkelerde
tatlandiric1 olarak kullanimina yasal bazi kisitlamalar getirilmis olup,

diyet katki maddesi olarak kabul edilmekte ve tiiketilmektedir (Greenly,
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2003; Guens, 2003). Amerika’da Giant bitkisi ulusal tatlandirici olarak
tercih edilmis, o bolgede yetistirildigi i¢in daha ucuz bulunmustur
(Taylor, 2005). S. rebaudiana ve glikozitleri konusunda son yiizyilda
1000’in iistiinde bilimsel makale ve patentler yaymlanmistir (Kinghorn,

2002).

En ¢ok tiiketen iilke Japonya’da ise S. rebaudiana ekstreleri 1968
yilindan beri gidalarin tatlandirilmasinda diisiik kalorili tatlandirict olarak
kullanilmaktadir (Tadhani ve ark., 2007; Carakostas ve ark., 2008; Shar
ve ark., 2008). Bu iilkede son yillarda 2000 metrik ton kuru yapraktan,
200 metrik ton saflastirilmig steviozit ve diger S. rebaudiana tatlandirict
tirtinleri dretilmistir. Giiniimiizde, iilkedeki diisiik kalorili veya kalorisiz
tatlandiric1  pazarmin  %40’m1  yakalamistir (Voith, 2008). Korede
tatlandiric1 pazariin %40°1n1 olusturan steviozit genellikle alkollii igecek
ve soju’da tatlandirict olarak kullanilmaktadir. Yillik S. rebaudiana
yapragi tretimi 50.000 ton olup, yaklasik 93.000.000 insan giinliik S.
rebaudiana yapragi, ekstresi veya saflastirilmis steviol glikozitleri
tiiketmektedir (http://www.eustas.org, 2006). Son yillarda Paraguay tarim
alanlarin1 hizla arttirarak 3000 doniim’den 120.000 doniime ¢ikarmay1

hedeflemistir (Camila, 2007).

Diyarbakir’in =~ Bismil ilgesine bagli  Yukarisalat Belde
Belediyesi’nce hazirlanan ve Tirkiye’nin ekolojik seker {iiretiminin
planlandig1 proje, AB tarafindan onaylanarak 233 bin Euro’luk destek
almaya hak kazanmistir. Proje seker iiretiminin, sekerpancarinin yani sira

alternatif seker bitkisi “S. rebaudiana’ yapraklarindan yapilmasini
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amaclamaktadir. Bitkinin en 6nemli 6zelligi sekerpancarinda oldugu gibi
yogun  kimyasal  girdi = kullanilmasina  sebep  olmamasidir

(http://www.stevia.com.tr, 2009).

Bu c¢alismanin amaci, Tirkiye’de ilk kez Akdeniz Bolgesinde
(Antalya) plantasyonu yapilan S. rebaudiana yapraklarinin basarisinin
saptanmasidir. Siiperkritik ekstraksiyon yontemi uygulanarak optimum
calisma kosullarinin Box-Bhenken deneysel tasarim yontemiyle elde
edilmesidir. Geleneksel ekstraksiyon yoOntemlerinden olan ¢6zgen
ekstraksiyonu su ve etanol kullanilarak gergeklestirilmistir ve glikozit
miktarlar1 karsilastinlmistir. Elde edilen veriler, Tiirkiyede bulunan
endistriyel olgekli stiperkritik ekstraksiyon tesislerinde olgek biiyilitme

calismalarinin yiiriitiilmesi i¢in elverislidir.



2. LITERATUR OZETi

2.1.Tatlandiricilar

Gida katki maddeleri, gidalarda mikrobiyolojik bozunmay1 6nleme
ve dayanikliligi artirma, besleyici degeri koruma, teknolojik islemlere
yardimci olma, renk, goriiniig, lezzet, koku gibi duyusal o6zellikleri
diizenlemek gibi pek c¢ok amacla ilave edilen maddelerdir

(http://www.ansiklopedi.turkcebilgi.com /tatlandiricilar, 2009).

Ancak giiniimiizde bircok iilkede Onemli yeri olan seker ve
tatlilarin agir1 kalori igermeleri, porsiyon miktarlarindaki artis, hareketsiz
yasamin artmasi, saglikli beslenme bilgisindeki eksiklikler ve ailelerin
saglikli besinlere ayirdig1 diisiik biitce; obezite, seker hastaligi,
hipertansiyon, kalp-damar hastaliklarinda hizli bir artisa neden olmustur.
Boylece ¢ok seker igeren besinler, obezite ve seker hastalarinin
tedavilerinde smirlandirilmistir. Ancak teknolojinin gelisimi ile besin
sanayinde kalorisi diisiik veya olmayan yapay tatlandiricilar 19. yiizyilin
sonlarinda giindeme gelmeye baglamistir. Ayn1 miktardaki sekerden daha
tatli olan ve daha az enerji igeren kimyasal maddeler tatlandirici olarak
siniflandirilmaktadir. Tatlandiricilar, baslangicta seker hastalarinin
tatlandirma gereksiniminin giderilmesi i¢in kullanilmig olmakla birlikte,
giiniimiizde fazla kilolular, viicut seklini korumaya ¢alisanlar ve sekerin
dis saghg iizerindeki olumsuz etkilerinden korunmak isteyenler

tarafindan da yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Nabors, 2001).


http://www.ansiklopedi.turkcebilgi.com/

5

Dogal tatlandiricilar genellikle bitkilerden ayristirilan kimyasal
maddelerdir. Onemli baz1 dogal tatlandiricilarin agirlikga ayn1 miktardaki
sofra sekerine oranla tathiliklari; Brazzein, 2000 kat, Curculin, 550,
Eritrol, 0.7 , Glisirizin, 50, Gliserol, 0.6, Hidrojene nisasta hidrolizatlari,
0.4-0.9, Izomalt, 0.45-0.65, Laktitol, 0.4, Mabinlin, 100, Maltitol, 0.9,
Mannitol, 0.5, Monellin, 300, Pentadin, 500, Sorbitol, 0.6, stevia (S.
rebaudiana), 250-300, Tagatose, 0.92, Tamatin, 2000-3000, ksilitol, 1,
Selliigin, 35 kattir. Yapay tatlandiricilar, dogal tatlandirict molekiillerinin
benzerlerinin laboratuarlarda yapay olarak sentezlenmesi ile elde edilen
maddelerdir. Genellikle sifir ya da sifira yakin miktarda kalori
igermektedir. Insan yapismin, evrimi boyunca karsilasmadigi bu tiir
kimyasal maddelere uzun donemde nasil tepki verecegini her zaman
dogru bi¢imde belirlemek miimkiin olmadigindan, bu tiirden yeni bir
triintin kullanima sunulmasi icin gerekli yasal izinlerin alinmasi ¢ok
zordur. Gida tretiminde kullanilan listedeki yapay tatlandiricilardan
bazilari; Acesulfame potasyum, 200, Alitame, 2000, Aspartam, 160-200,
Siklamat, 30, Dulcin, 250, Neohesperidin, 1500, Neotam, 8000, P4000,
4000 (1950'de Amerika'da yasaklanmigtir), Sakkarin (Saccharin-
benzosulfamit), 300, Sucraloz, 600 (http://www.ansiklopedi.turkcebilgi.
com/tatlandiricilar, 2009).

Ideal bir tatlandirici, sekerin duyusal o6zelliklerini icermesinin
yanisira, kullanirken ve kullandiktan sonra agizda aci-metalik tat
birakmamali, kolay ¢oziinmeli ¢oziindiikten sonra renksiz ve kokusuz
olmal1, 1siya dayanikli, kalorisi diisilk ve ekonomik olmalidir. Toksik,
teratojenik, kanserojenik ac¢idan gilivenli olmast da en Onemli

ozelliklerinden biri olarak degerlendirilmektedir (Dénmez, 2008).



Tatlandiricilar, kalorili (sekerler) ve kalorisiz tatlandiricilar olarak
iki grupta incelenmektedir. Sekerler, monosakkaritler (fruktoz, galaktoz,
glukoz) veya iki monosakkaritin birlesiminden olusan disakkaritlerdir
(sukroz, laktoz, maltoz). Tuzlu gida iireticileri iiriinleri ¢ok tuzlu olunca
bal ilave etmektedirler. Jambon iiretimi buna ornek olarak verilebilir.
Glukoz, viicut dokulari tarafindan en iyi kullanilabilen karbonhidrat
tiriidiir. Kan ve viicut sivilart iginde serbest halde bulunup, beyin
tarafindan tiiketilmektedir. Balda, ¢esitli meyvelerde ve misir surubunda

bulunur (Greenly, 2003).

Fruktoz tiim sekerler icinde en tatlis1 olup, balda, meyvelerde ve
misir surubunda bulunmaktadir. Yakin bir ge¢gmiste "diyet sekeri" olarak
ya da bazi diyet iirlinlerinin hazirlanmasinda kullanima girmistir.
Fruktozun diyet i¢in sundugu {stiinliikler az kalorili olmasi, insiiline
bagimli olmamasi ve dis ¢lirlimesine yol agmamasi olarak siralanabilir.
Laktoz siit sekeridir. Sukroz, seker pancari ya da seker kamisindan
iiretilen ve ¢ay/sofra sekeri olarak bilinen bir madde olup, invert sekere
dontisebilmektedir. Gida ve eczacilik sektoriinde kullanilmaktadir.
Aromal1 siitlere eklenen sukrozun hiperaktivite, 6grenme problemleri,
antisosyal davraniglar, obezite, diabet ve dis ¢iirligline daha ¢ok neden
oldugu tartisilsa da bunlardan sadece dis ¢iirliglinii arttirdigi bulgusu

bilimsel olarak kanitlanmistir (Nabors, 2001).

Dogal tatlandirict olan sekerler disinda tatlandirici etkisi bulunan
bitkilerin gida ve igeceklerde kullanimi 6zellikle tropikal iilkelerde asirlar

oncesine dayanmaktadir. Ornegin, Thaumatococcus daniellii bitkisinin su
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ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen tomatin seyreltik sukroz
¢oOzeltisinden 3500 kez daha fazla tathidir ve Bat1 Afrika’lilar tarafindan

astrlardir kullanilmaktadir (Canimoglu, 2005).

S. rebaudiana yapraklar1 1900’lerin basinda Ingiliz ve Fransizlar
tarafindan sekere alternatif olarak incelenmistir. Gegtigimiz ylizyilin
ortalarindan itibaren Japonya’da yetistirilmeye baslanmigtir. Yillardir 10
tilkede kullanilmakta, herhangi bir hastalik etkisi goriilmemektedir. Diyet
kolanin, kurutulmus deniz {iriinlerinin, yogurdun, sekerlemelerin,
tursularin, soya sosunun, meyve sularinin, alkolsliz igeceklerin,
sakizlarin, dondurma ve cayin tatlandirilmasinda, dis macunu ve agiz
gargarasinda  kullamilmaktadir.  Ozellikle diyabetiklerde  giivenle
kullanilabilmektedir. Dayaniklidir ve uzun siiren tath tada sahiptir. Kan
sekerini sabit diizeyde tutmay1 saglamaktadir. Hipertansiyon tedavisinde
de etkin oldugu ifade edilmektedir. Histolojik calismalarda herhangi bir
anormallige rastlanmadigi bildirilmektedir. Cocuklarda bilinen bir yan
etkisi yoktur. Miktar1 ne kadar olursa olsun toksik degildir (Tadhani ve

ark., 2007; Carakostas ve ark., 2008).

Eski zamanlardan beri bilinen glisirizin, Glycyrrhiza glabra
bitkisinde; meyan kokiinde bulunmaktadir. Bazi ilag ve tiitiin tiriinlerinde
aroma verici olarak, alkolsliz igeceklerde kopiirtiicii madde olarak da
kullanilabilmektedir. Glisirizinin en dnemli biyolojik etkisi potasyumun
idrarla atilimin1 6nemli 6l¢iide artirarak, kandaki potasyum diizeyini
diistirmesi olarak ifade edilmektedir. Alinmas1 uygun olan en yiiksek

giinlik miktar1 olan 200 mg, glisirizin iceren maddeler alindiginda
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kolaylikla agilabilmektedir. Gene de glisirizinin kanser yapict etkisi

olmadig1 gosterilmistir.

Tagatoz, (1.5 kalori/g) sukroz kadar tatlidir. Fruktozun izomeri
olup giinliik {iiriinlerde dogal olarak bulunur. Diger diisiik kalorili
tatlandiricilarla kullanildiginda aroma ve agizda kalan tatlilik hissini
arttirmaktadir. Ornegin hammadde olarak laktoz kullanilan sanayi
tiretimlerinde kullanilmaktadir. Metabolizmas1 fruktoza benzeyip,
tamamen emilimi gerceklesmemektedir. Kalorisi c¢ok diisiik ve az
glisemik etkisi vardir. Kimyasal yapist seker oldugu halde dis ¢lirlimesi

yapmaz (Nabors, 2001).

Trehaloz  ticari  olarak  enzimatik islemlerle nisastadan
iiretilmektedir. Ancak, dogal olarak ta bulunmaktadir. Insiiline ¢ok az
tepki gostermektedir. Tatlandirict amagli kullanilmayip (sukrozla aym
kaloridedir; 4 kal), diisiikk glisemik etkili, 1siya dayanikli, donma ve
buzun ¢oziinme dongiisiinde ve dehidrasyon (suyunu alma) isleminde
kullanilmistir. Gida f{irtinlerinin hiicre yapisini korumasia yardimei
olmaktadir. Dogal olarak boceklerde, bitkilerde, mantar ve bakterilerde
bulunmaktadir. Diyet yapanlarin en ¢ok kullandigi kaynak mantardir.
Insan ve hayvanlarda yapilan calismalar giivenli oldugunu gdstermistir
(Richards ve ark., 2002). FDA’in (Food and Drug Administration of
USA) 2000 yilindaki duyurusu ile GRAS (Generally Regarded as Safe)
statiisiine girmesiyle Amerika marketlerinde satisina baglanmistir.
Ayrica, JECFA’da (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives) 2000 yilinda c¢ok diigiik toksik etkili olarak kabul etmis,
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sagliga zararinin olmadigini bildirmis ve diyet maddesi olarak
kullaniminda gidalarda ki tiiketim miktarlarini kabul etmistir. Japonya,

Kore, Tayvan ve Ingiltere’de onaylanmistir (Greenly, 2003).

Alitam (ticari adi; aclame) 2 aminoasit, L-aspartik asit, D-alanin ve
bir aminin birlesmesiyle olusmaktadir. Aspartik asit bileseni normal
olarak metabolize olurken yapisindaki alanin amidler degismeden
atilmaktadir. Gida ve iceceklerde az miktar kullanilmasi yeterli
olmaktadir. Iyi bir raf omrii, yiiksek sicakliklara dayanikli olmakla
birlikte, depolama uzatilirsa asidik kosullar altinda kotii aroma
olusturabilmektedir. JECFA 2002 yilinda seker hastalari iizerinde yapilan
bir aragtirmanin ardindan giivenli oldugunu yaymlamistir. Cok tiiketildigi
Avusturalya ve Yeni Zellanda’y1r dikkate alarak kabul edilen giinliik
tiketim miktarin1 (Acceptable Daily Intake; ADI) 1 mg/kg viicut
agirhigr/glin olarak belirlemistir. Diger onaylandigi iilkeler Meksika,
Kolombiya ve Cin’dir (Kroger ve ark., 2006).

Dihidrokalkon (DHCs) kalorisiz, sukrozdan 300-2000 kat tatlidir
ve narenciye meyvelerinden elde edilmektedir. Tad1 yavas gelismekte ve
agizda meyankokii tadi birakmaktadir. Sakkarin, acesulfam ve steviozit
ile sinerjik etki gostermektedir. Istya dayanikli olmakla birlikte kaynayan

ve pisen irlinlere eklenmemektedir.

Trutin Dulkem, FDA tarafindan fonksiyonel bir gida olarak
onaylanmis dogal bir meyve konsantresidir. Kivi meyvesi kullanilarak

yapilmaktadir ve sukrozdan 15 kat tathidir. Istya dayanikli, higroskopik



10

ve viicut tarafindan parcalanabilir 6zellikleri vardir. Kandaki glukoz

miktarin yiikseltmez, ¢cok diisiik glisemik indekse sahiptir.

Lo Han, Cin’de uzun Omirli tziim (Lo Han Guo Siraitia
grosvenorii) meyvesinden ¢ikarilmistir. Cok hos bir lezzeti olmakla
birlikte degisken bir formiilasyona sahiptir; sukroz’dan 12 ile 500 kat
arasi tathdir. Diiglik glisemik indeksi olup, 1stya ve soguga dayaniklidir

(Greenly, 2003).

Seker alkolleri (polioller), sekerden daha az kalorilidir. Yavag veya
kismi emilimi oldugundan, kandaki glikoz seviyesinde ani yiikselmeye
neden olmaz. ince bagirsaklarda insiilinsiz ya da az kullamilarak enerjiye
cevrilmektedir.  Emilemeyen  kismi ise  kalin  bagirsaklarda
parcalanmaktadir. Bazi insanlarda, asir1 tiiketimi mide, bagirsak
semptomlarina Ornegin ishal ve gaza neden olabilmektedir. Isiya
dayanikli oldugundan sicak iceceklerde, pismis gidalarda kullanilabilse
de karamelize edilmemelidir. Sorbitol, yapay olarak glukozun yiiksek
basing altinda hidrojenlendirilmesi ya da elektroliziyle elde edilmektedir.
Dogal olarak bir ¢ok bitkide, kiraz, erik, armut, elma, bogiirtlen ve
yosunda bulunmaktadir. Tatlandirma giicii sukrozun yaris1 kadar ve
kalorisi ona esittir (2.6 kalori/g). Diabetik {irlinlerin, sekersiz olarak
adlandirilan sakiz ve sekerlemelerin tatlandirilmasinda, ¢esitli ilaclarda
ve bogaz pastillerinde kullanilmaktadir. Bagirsaklardan emilimi oldukga
yavag oldugundan, kan sekerini yiikseltici etkisi ¢ok azdir. Agdali ve
nemlendirici 6zelliginden dolay1 B, By ve C vitaminlerinin emilimini

arttirdigindan, oOzellikle sekercilikte kullanilmaktadir. Ancak sadece
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sorbitol iceren sekerlerin raf dmrii ¢ok uzun olmamaktadir. Giinde 30
gramdan fazla alimi hazimsizlik, gaz ve ishale neden olabilmektedir.
Kontrolii iyi olmayan seker hastalarinda kan sekerinin hizla
ylkselmesine neden olur. Sorbitol Cin Hamster Ovaryum hiicrelerini 0.9
M sorbitol varliginda restriksiyon endoniikleaz enzimi olan Alul ile
muamele  etmisler, muamele edilen hiicrelerde  kromozomal
anormalliklerin arttigin1 bildirmislerdir. Dislik dozlarda sekerlemeler,

sakiz, recel ve jole yapiminda kullanilmaktadir (Kroger ve ark., 2006).

Ksilitol, (2.4 kalori/g) gesitli seliilozlu {iriinlerden 1891°de Alman
kimyaci tarafindan elde edilen bir seker alkoliidiir. Hus agaci, bogiirtlen,
cilek, yesil salata, karnabahar, erik, fisttk, muz ve mantarda da
bulunmaktadir. Japonya, Finlandiya, Iskandinav iilkeleri ve Rusya’da
diyabetik iirlinlerde, Almanya’da ise damar i¢i beslenme {irlinlerinde
siklikla kullanilmaktadir. Sukrozla benzer derecede tatliliga sahip
olmakla beraber agizda ferahlik hissine de neden olmaktadir. Goriiniisii
ve tadi sekere benzerken fazla miktarda alinmasi diareye neden
olmaktadir. Yavas adsorbe olusu, sukroz yerine tatlandirici olarak
kullanildiginda kandaki glukoz miktarin1 insulinle baglantili olarak
azaltmasi ve diigiik kalori degeri nedeniyle diyabetiklerin beslenmesinde
Onemli bir yer tutmaktadir. Ayrica, B vitaminlerinin ve kalsiyumun
emilimini  arttirmaktadir.  Bebek ~ ve  hamilelerde  giivenle
kullanilabilmektedir. Hayvan ve insan deneylerinde giiriik onleyici
oldugu goriilmistiir. Sekerlemelerde, sakizlarda, alkolsiiz i¢eceklerde,

cesitli ilaglarda, pastillerde sukrozun yerine ksilitol kullanilmasinin ¢iirtik
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riskini azaltic1 etkisinin diger seker alkollerinden olan sorbitole gore daha

etkili oldugu ifade edilmektedir (Nabors, 2001).

Maltitol, kristal yapida bir seker alkolii olup, bir disakkarit olan
maltozun hidrojenasyonuyla elde edilen diisiik kalorili (2.1 kalori/g)
yapay bir tatlandiricidir. Maltitol hacim verici olmasindan yani su tutma
ozelliginden dolayr gidalarin kalitesinin  artirllmasinda  6zellikle
firinlanmig irilinlerde, regellerde ve marmelatlarin yapiminda, ayrica
diyet tiirii tathlarda, sakizlarda ve dondurma yapiminda kullanilmaktadir.
Gidalarda krema tadi verdiginden sekersiz ya da az kalorili ¢ikolatali
sekerlemelerde son derece kullanighdir. Tarim Bakanlhigi tarafindan
maltitol’un gidalardaki kullanim miktarina herhangi bir smirlama
getirilmemis ve gidalarda ihtiya¢ duyulan miktarlarda kullanilabilecegi
bildirilmistir. Cikolataya 40 g olarak enjekte edilen maltitol’un insanlarda
sancl ve gaz olusumuna sebep oldugu saptanmistir. Midede hidrolize
olarak sorbitol ve glukoza doniismektedir. Kristal maltitoliin hi¢bir yan
etkisi bildirilmemistir. %1 ve %35 Dozlarinda 27 hafta boyunca maltitol
ile beslenen sicanlarda maltitol’un sican ¢ekum ve kalin bagirsaginda
kanser olusturan 1.2 dimetilhidrazin’in kanser olusturma etkisini
azalttigini, yani oral olarak alinan maltitol’un anti-kanserojenik etkiye
sahip oldugunu bildirmislerdir. Sonu¢ olarak, yiiksek dozlarda
kullanilmast durumunda oOzellikle metabolitlerinin mutajenik etki

yaratabilecegi belirtilmektedir (Canimoglu, 2005).

Eritritol, (0.2 kalori/g), hacim olusturan bir tatlandiricidir.

Fermente bir madde olup, ishal ve gaza sebep oldugu kalin bagirsaklara
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ulagtiginda sadece %5°1 kalmaktadir. 1990 yilindan beri kullanilmaktadir.
Pek c¢ok gidada, meyvelerde (armut, karpuz, kavun vb.), mantarda,
sarapta, soya sosunda ve peynirde, fermente gidalarda dogal olarak
olusmaktadir. Eritritol ile yapilan hayvan c¢alismalarinda kesinlikle
saglikla ilgili bir sorun olmadig: bildirilmistir. Diger seker alkollerinin
aksine mide bagirsak sisteminde tamamen emilmekte ve fazlasi idrarla
degismeden atilmaktadir. Diger tatlandiricilarla, 6rnegin aspartam ve

asesulfam-K ile sinerjik etki olusturarak aci tatlar1 maskelemektedir.

Laktitol, 1920°de kesfedilmistir. Laktoz’un yiiksek sicaklik ve
basingta katalitik hidrojenasyonu ile elde edilen diisiik kalorili bir
tatlandiricidir. Ince bagirsaklarda hidrolizlenmeyip, emilmemektedir.
Kalin bagirsakta parcalanarak biyokiitle, organik asitler, karbondioksit,
hidrojen olusturmaktadir. Kan sekerini ve insiilin seviyesini artirmamakta
ve dis c¢iirimelerine yol agmamaktadir. Gida endiistrisinde sakiz
yapiminda kullanilmaktadir. Laktitol’'un hem in vivo hem de in vitro
ortamda mutajenik ve genotoksik etkiye sahip olmadigi saptanmistir

(Kroger ve ark., 2006).

Mannitol (1.6 kalori/g) sorbitoliin izomeri olup, glukoz surubun
hidrojenasyonuyla tretilmektedir. Mayhos tadi bazi gidalarin aci tadini
maskelemekte kullanilmaktadir. Sadece bir kismi sindirilmekte geri
kalan1 kalin bagirsaktaki bakteriler tarafindan pargalanmaktadir. Bu da
bazi insanlarda ishal ve gaza neden olabilmektedir. Yavas emildiginden,
kandaki glukozun yiikselmesi ve insiilin ihtiyaci sukrozdan ¢ok daha

disiiktiir. Su tutmayisi onu kullanish yapmaktadir. Sakizlarda toz pudra
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olarak kullanilarak, ambalaja yapismas1 Onlenmektedir. Yiiksek
sicakliklarda ~ renginin ~ bozulmamasi  ilaglarda  kullanilmasini

saglamaktadir. Ayrica dis ¢iirimesine neden olmamaktadir.

Isomalt (2 kalori/g) sukrozdan yapilan, 1960 yilinda kesfedilmis bir
dogal tatlandiricidir. Beyaz kristal bir madde olup, sofra sekeriyle ayni
tatta ve goriinimdedir. Kandaki glukoz miktarin1 ve insiilin seviyesini

arttirmayip, dis ¢lirlimesi yapmamaktadir.

Thaumatin marketlerde Talin ismiyle satilan ve bati Afrika
bitkisinin meyvesinde dogal olarak olusan bir proteindir. Agirlik bazinda
1600 kez sekerden tatli olmakla birlikte molar olarak 100000 kat tatlidir.
Tad1 glisirizinle aynidir (Canimoglu, 2005).

1879 yilinda sakkarinin kesfi ile kuvvetli tatlandirma o6zelligi
bulunan yapay tatlandiricilarin kullanilma devri baglatmistir. Bu tarihten
sonra tatlandirict 6zelligi bulunan bir ¢ok madde bulunmus, fakat
toksikolojik oOzellikleri nedeniyle ancak bazilarinin kullanimina izin
verilmistir. Sakkarin Birlesmis Milletlerde 70’11 yillarda eldeki diisiik
kalorili tek tatlandirict olmustur. Sakkarin kullanimi I. ve II. Diinya
savaslar1 sirasinda olusan seker kitligi ve sekerden daha ucuz olmasi
nedeni ile yayginlasmistir (Canimoglu, 2005). Yiyecek ve alkolsiiz
iceceklerde tatlandirici olarak kullanilmasinin yani sira, kozmetik
riinlerinde de (ruj, dis macunu, agiz gargaralar1 ve hayvan yemi)
bulunmaktadir. Takribi  %0.1°den  yiikksek  konsantrasyonda
kullanildiginda agizda metalik bir tat birakir. Yikima ugramadan, %80-

90 oraninda sindirim kanalindan emilerek organizmaya ge¢cmektedir.



15

Emildikten sonra kana gegen sakkarin cesitli dokulara dagilmaktadir.
Fazla kanlanan organlarda (bobrek, karaciger, akciger) ve ozellikle idrar
kesesinde birikmektedir. Plasentadan da gecerek fetiis karacigerinde
birikebilmektedir. Pek ¢cok epidemiyolojik ¢alismada sakkarinle mesane
timorleri arasinda bir bag kurulamazken, Kanada’da yapilan bir
calismada uzun donem kullanimlarda diisiik diizeyde de olsa mesane

tiimorlerine neden olabilecegine isaret edilmistir (Nabors, 2001) .

1939 yilinda sentezlenen yapay tatlandiricilardan siklamat,
iceceklerde ve diyet iiriinlerinde kullanilmaktadir. ilk defa 50°1i yillarn
basinda Amerika’da kullanilmistir. Sicak ve soguga karsi 1s1l islemde
stabilitesi degismedigi gibi, agizda biraktig1 tatta da bir degisiklik
olmamaktadir. Ayrica sivilarda kolay ¢oziinmekte ve diger
tatlandiricilarla ~ sinerjik  tatlandirma  etkisi yaratmaktadir. Insan
viicudunda sindirilememektedir. Biitiin diinyada 50’nin {izerinde {ilkede
hala kabul edilen, begenilen bir madde olarak kullanilmaktadir. Tki yillik
genel bir toksisite ¢alismasinin ardindan, siklamatin bir metaboliti olan
siklohekzaminin yliksek dozda alindiginda hayvanlarda mesane
kanserine neden oldugu tespit edilmistir (Curry ve ark., 2008). Asir1 doz
kullanimi, digki yumusamasi veya ishale neden olmaktadir. Kariyojenik

degildir (Greenly, 2003).

Aspartam, aspartik asit ve fenil alaninden olusan bir dipeptittir.
Dogal olarak ette, siitte, meyve ve sebzelerde bulunmaktadir. Ik defa
1965 yilinda ABD’de sentezlenmistir. 200’den fazla insan ve hayvanlar

tizerinde yapilan caligmadan sonra 1981 yilinda FDA tarafindan
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onaylanmgtir. Insan viicudu sindirilen aspartami herhangi diger bir
amino asit gibi algilamaktadir (Greenly, 2003). Sekerden tatli olmakla
birlikte, 1/200 kaloriye sahiptir. Cay, kahve, tatli yapimi, pismis
triinlerde, kuru gidalarda, kuru karisimlarda, kahvaltilik tahillarda,
sakizlarda, ayrica kolali igeceklerde, teneke kutulardaki meyve
kokteyllerinde, donmus giinliikk {iriinlerde, sekerleme, nane sekeri,
oksiiriik surubu, siit ve aromal1 yogurtlarda ve ilaglarda kullanilmaktadir.
Meyve kokularini arttirmakta ve sakizlarin tadinin daha uzun siire agizda
kalmasini saglamaktadir. Isitildiginda tatlandirma 6zelligi bozulmaktadir.
Raf omri alti ay olarak belirtilmektedir. Yiiksek dozda glutamik asit
icerigiyle beslenen yeni dogan farelerde ciddi beyin hasarlar1 olusmustur.
Aspartik asit ile benzer kimyasal yapida oldugundan yola c¢ikilarak,
aspartamin giivenilirligi sorgulanmaya baslanmistir. Ancak cok yiiksek
diizeyde kan konsantrasyonu gerektirdigi i¢in, giivenlik araligi hayli
genistir. Hayvanlar {izerinde yapilan toksikolojik c¢alismalar giinliik 4
gr’kg’a kadar ki dozlarda aspartamin zararli etkisinin olmadigim

gostermistir (Canimoglu, 2005; Kroger ve ark., 2006).

Yapay bir tatlandiricti olan asesulfam, Potasyum (Ace-K)
1967’lerde bulunmustur. Doksandan fazla klinik ¢aligma, saglik iizerine
olumsuz bir etkisi olmadig1 ve giivenilir oldugu sonucuna vardigindan,
FDA kullanimima 1998 yilinda onay vermistir. Raf dmrii 3-4 yil olup,
ozellikle kuru gidalarda, Ornegin; hazir kahve, sakiz, hazir caylarda,
tathilarda, pismis gidalarda, sekerlemelerde, Oksiriikk suruplarinda,

sakizlarda, giinliik iiriinlerde kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda alkolsiiz
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iceceklerde, sekerlemelerde, dis macunlarinda, agiz gargaralarinda ve

cesitli farmakolojik preparatlarda da kullanilmaktadirlar (Donmez, 2008).

Sukrolaz kalorisiz, kuvvetli, 1976’da bulunmus bir yapay
tatlandiricidir. Avrupa iilkelerinde kullanilmasina izin verilmemektedir.
Kullanimina, FDA tarafindan 1998 yilinda izin verilmistir. Sekerden elde
edilen tek suni tatlandiricidir ve 3 hidroksil gurubu yerine 3 klor atomu
konarak elde edilmektedir. 20 yildir 100 {in istiinde ¢alisma
gerceklestirilerek kanser, genetik bozunma, gebelik ve tlireme, bagisiklik
sistemi, merkez sinir sistemin veya metabolizma ile iligkili herhangi bir
giivenlik riski olusturmadigr  kanitlanmistir.  Viicutta birikmeyip,
metabolize olmayip, degismeden ¢ikmaktadir. Tip 1 ve 2 diyabetlerde
glukoz seviyesini etkilememesinin nedeni viicut tarafindan karbonhidrat
veya seker olarak fark edilmemesi ya da tanmmmamasidir. Alkolsiiz
icecek, sicak cikolata, meyveli icecek, Ak¢aagac surubu ve elma sosunda

kullanilmaktadir (Kroger ve ark., 2006).

NutraSweet firmasmin irettigi Neotam FDA tarafindan pek ¢ok
hayvan ve insan denemelerinin ardindan Haziran 2002 tarihinde
onaylanmistir. Neotam, 2 amino asit, L-aspartik asit, L-fenilalaninin
neohexyl gruplar ile metil ester gruplarinin birlesmesiyle olusmustur.
Isiya dayanikli, beyaz kristal toz yapida, ¢cok kuvvetli tatlandirma etkisi
vardir. Viicutta hizli metabolize olup, diski ve iireyle tamamen atilir.
Neotam ile tatlandirilmis bir icecekte olusan metanol miktari, domates
suyunun Urettigiyle kiyaslanirsa 200 kat daha az olmaktadir (Nabors,
2001).
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Lycasin, (3 kalori/g) hidrojenlenmis nisasta hidrolizati, renksiz,
kokusuz ve sivi halde bir tatlandiricidir. Sert sekerlemelerde, lolipop ve
pastillerde kullanilmaktadir. Sukrozdan daha tatli olsada c¢iiriikk onleyici
oldugu bildirilmektedir. Hidrojenize nisasta hidrolizatlar1 (HSH)
hidrojene glukoz, sorbitol, maltitol suruplarini igermektedir. Uzun
yillardir gida endiistrisinde besleyici bir tatlandirict olarak kullanilmakta
olup, musir, bugday veya patates nisastasinin kismi hidrolizi ve
hidrojenasyonundan iretilmektedir. Glukoza gore disik glisemik
potansiyele sahiptir. Kolay karisir, koti tatlar1  maskelemede

kullanilmaktadir (Kroger ve ark., 2006).

2.2. Dogal Tatlandiric1 Olarak Kullamlan bir Bitki: S.

rebaudiana Bertoni

2.2.1. S. rebaudiana’nin Botanik Ozellikleri

Eupatorieae sinifinin Asteraceae (Compositae) familyasindan olan
S. rebaudiana, dogada deniz seviyesinden 500-3500 m yiiksekte bulunur
ve uzun Omiirli bir ¢ali bitkisidir. Bu ailenin igerdigi bilinen bitkiler
arasinda karahindiba, ayg¢igegi, radika yer almaktadir. 220-230’a yakin
tirii vardir. Bunlardan sadece %350’si ent-kaurenoid diterpen glikozit
biriktirebilmektedir. Tad1 en yogun olan S. rebaudiana tiiriidiir. Tath
yapraklar1 2-3 cm’ye kadar uzayabilmektedir. Nemli ortamda ve 25°C
’de, tohumdan (%85 verimle) veya fidandan yetistirilmektedir
(http://www.stevya.com.tr, 2007). Sadece bat1 Hindistan ve Amazonlarda

yetismedigi bildirilmistir (Kinghorn, 2002). Bitkinin boyu 1m’ye kadar
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cikabilmektedir (Sivaram ve Mukundan, 2003). Yapraklarin tadi hasat
zamanina, biiyiime kosullarna, ekstraksiyon ve degerlendirilme

kosullarina baghdir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. S. rebaudiana bitkisi (http://www.stevia.com.tr, 2009)

Taksonomik siniflandirmasi ilk olarak 1905 yilinda botanikgi
Bertoni tarafindan yapilmis, onun adin1 almigtir. S. rebaudiana Bertoni
bitkisinin ana vatan1 Giiney Amerika’nin Paraguay civarindaki Amambey
tepeleri olup, Cin, Tayvan, Tayland, Kore, Brezilya, Meksika, Singapur,
Endonezya ve Malezya’da yillardir yetistirilmektedir. Glinlimiizde ise
Rusya, Cek Cumhuriyeti, Hindistan, Israil, Ukrayna, Ingiltere, Filipinler,
Kanada, Havaii, Kaliforniya ve Giiney Amerika’nin tiim ydrelerinde
plantasyonu yapilmaktadir (Guens, 2003; Sivaram ve Mukundan, 2003).
Olduk¢a verimsiz topraklarda bile yetisebilmektedir. Bitkinin ticari
amaglt dretimi 6 yildir yapilmaktadir (Sekil 2.2). Yilda 5 kez hasadi
yapilabilmektedir. Kokleri yerinde birakilarak, bitkinin  tekrar

yenilenmesi saglanmaktadir. Bir metre yiiksekligindeki bitkinin kuru
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agirhigy ortalama 70 g , yapraklarin kuru agirligi 15 ile 35 g arasinda
degismektedir (http://www.eustas.org, 2006). Tarim ve Koyisleri
Bakanligi’nin pozitif bitkiler listesinde 2004 yilindan beri yer almaktadir
(http://www.stevia.com.tr, 2009).

Sekil 2.2. Paraguay’da biiyiik 6lgekli plantasyonu yapilan S. rebaudiana’nin ticari
iretimi (Camila, 2007).

S. rebaudiana yapraklaryla ilgili ¢ok ilging bir caligmada, Soejarto
ve arkadaglart (1982) 62 yasindaki yapraklarin tatlilik potansiyelini ve
hissini siirdiirdiiglinii gostermislerdir. Buda kuru halde muhafaza edilip,
depolanmig S. rebaudiana yapraklarmin tath glikozit igeriginin

dayanikliligini gostermektedir (Soejarto ve ark., 1982).


http://www.stevia.com.tr/
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2.2.2. Yaprak Ekstresinin Kimyasal Bilesimi

S. rebaudiana’nin yaprak ekstresinde 100’{in {izerinde bilesen
tanimlanmistir. Toplam steviol glikozid miktarmin yaprakta 5900 pg/g
kuru agirlik, govdede ise 1500 pug/g kuru agirlik oldugu tespit edilmistir
(Bondarev ve ark., 2001). S. rebaudiana yapraklarindaki en 6nemli
diterpen glikozidler steviozit (%5-18), rebaudiozit A (%2-4), rebaudiozit
C (%1-2), dulkosid A (%0.4-0.7) olmaktadir (Kinghorn, 2002). Bondarev
ve arkadaglart (2001) in vitro kiiltiirde Trettikleri bitkinin sap ve
govdesindeki steviol glikozid miktarinin, yapraktan az oldugunu
belirtmiglerdir. Steviol glikozitlerin kimyasal yapisi Sekil 2.3°de
gosterilmektedir. Yapraklar: %16 protein ve %2.6 yag icermektedir.

Steviol glikozitlerin avantajlarindan bazilari:

*toksik olmamasi,

*kalorisiz olmasi,

*1s1ya dayanikli,

*fermente olmayan ,

*aroma arttirici,

*9100 dogal,

*agizda aci1 tad birakmamasi,

*kariyojenik (¢iiriik yapma) etkisi olmamasi,
*coguklara bagimlilik yapan bir tatlandiric1 olmamasi,

*yapraklar ve steviol glikozitlerin pisirile bilmesi,
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*sadece az miktarda kullanilmasinin yeterli olmamasi,

*cogu Japon gida {irlinlerine eklenen sodyum kloriiriin aciligini

bastirmasidir.

Steviozit ilk olarak Japonya’da tursularda, salamura ve tuzlu
gidalarda, rebaudiozit A ise igecek formiilasyonlarinin igine katilmistir

(Ikan, 1999).
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- EJ—"n"‘-._ <
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f'\- i
g COO-R,
3
Al B, E;
l. Stewiol H H -
2. Steviobio zit H B-Gle-p-Gla2Z — 1
3. Steviogit -l p-Gle-Glel2 —s- 1)
4. Rebaudiozit A P-Glc PB-Gloe-p-Glo2 — 1)
B-Slof® — 1
5. Rebaudio zit B H P-Gle-p-GlofZz —= 1)
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Sekil 2.3. S. rebaudiana’nin 6nemli glikozitlerinin kimyasal yapis1;Gle=Glikoz (Guens,
2003).
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Rebaudiozit A, B, C, D, E ve F guruplarindaki R,’de ilk pB-
Glikoz’un 3. karbonuna ilave bir seker parcasi eklenmistir (Sekil 2.3).
Rebaudiozit F’de bir B-Glikoz B-Xyl (Ksilen) ile yer degistirmistir.
Tathilik derecesi, tiire ve biiylime kosullarina gore kuru yaprak agirligiin
% 4-20 arasinda degismektedir. Steviozit, %0.4’liik sukroz ¢dzeltisinden
yaklasik 300 kat daha tathidir. Steviol biyosentezinde, dnce 2-C-Metil-D-
eritritol-4-fosfat yolu ile aglikon steviol olusmaktadir. Tim
terpenoidlerin olusumu bitki plastidlerinde gerceklesmektedir. Steviol
biyosentezi, ent-kaurenate olusumuna kadar giberellinlerin (bitki
hormonu) biyosenteziyle benzerdir. S. rebaudiana’daki 13-hidroksilaz
varliginda gergeklesen reaksiyon ile ent-kaurenate 13-pozisyonuna
gelerek steviol olugmaktadir. Ardindan, hemen steviol
transglikolasyonuyla  steviolmonosid, steviolbiosid, steviozit ve

rebaudiozit A olusmaktadir (Bondarev ve ark., 2001; Guens, 2003).

Rebaudiozit A’nin  yapisinda ilave bir glikoz  birimi
bulundugundan, sudaki ¢Oniiniirliigii steviozit’den daha iyidir. Cizelge
2.1%de tiim glikozitlerin suda ¢oziiniirliigli verilmistir. Steviozit 100°C ‘ye
kadar dayanikli olup erime sicaklig1 (Mp) cizelgede belirtilmistir. Giicli
bazik sartlarda ( pH 10“un iistiinde) yapisinda ¢oziilme baslamaktadir.
Buna ragmen giiclii asidik sartlardaki ( pH 1) konsantrasyonunda énemli
bir diisiis saptanmistir. Ayrica, askorbik asitli ortam konsantrasyonunda
azalmaya neden olmustur. Her iki glikozitin bulundugu 37°C’de
asitlendirilmis iceceklerde dayanikliligin en az 3 ay kadar korundugu

belirtilmistir. Kat1 steviozitde ise 140°C’yi gegince bozunma tespit
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edilmistir. Suda ¢6ziinen vitaminlerle 80°C ‘de ve 4 saat inkiibasyon
sonrasinda onemli bir degisiklik olmamistir. Diger diisiik kalorili
sekerlerle oda sicakliginda ve 4 ay sulu c¢ozeltide bekletildiginde,
herhangi bir etkilesim gozlenmemistir. Diisiik asidik degerlerde organik
asit ¢ozeltisinde dayaniklilik gozlenirken, kahve ve cay i¢inde ¢ok kiigiik
bir degisim saptanmistir (Kroyer, 1999) .

Cizelge 2.1. S. rebaudiana yapragindaki 8 tath ent-kaurene glikozit’in fiziksel ve

¢oztniirliik verileri (Kinghorn, 2002).

Bilesik Mp( °C) Spesifik devir  Molekiiler Kitle  Suda Goziiniirliik (%)
D 25 (derece)

Steviozit 196-198 -39.3 804 0.13
Rebaudiozit A 242-244 -20.8 966 0.8
Rebaudiozit B 193-195 -45.4 804 0.1
Rebaudiozit C 215-217 -29.9 958 0.21
Rebaudiozit D 283-286 -22.7 1128 1
Rebaudiozit E 205-207 -34.2 966 1.7
Steviolbiozit 188-192 -34.5 642 0.03
Dulkozit A 193-195 -50.2 788 0.58

S. rebaudiana’nin igerdigi ana bitkisel kimyasallar: apigenin,
austroinulin, avicularin, beta-sitosterol, kaffeik asit, kompesterol,
karyofilen, kentaureidin, klorojenik asit, klorofil, kosmosin, kynarosid,
daukosterol, diterpen glikozitler, dolkosid A-B, foeniculin, formik asit,
gibberellik asit, giberrelin, indol 3 aseto nitril, isoquercitrin isosteviol,
jhanol, kaempferol, kauren, lupeol, luterolin, polystackhosid, quercetin,

gercitrin, rebaudiozit A-F, skopoletin, sterebin A-H, steviol, steviobiosid,
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steviol monosid, steviozit, steviozit a-3, stigmasterol, umbelliferan ve
ksanthophylllerdir. Yapisindaki besinler niacin, kronyum, c¢inko,
magnezyum, manganez, potasyum ve selenyum metobolizmay1

diizenlemeye yardimcidirlar (Taylor, 2005).

Kimyasal yapisiyla ilgili son yillarda yapilan ¢aligmalarin ilkinde
Yoda ve arkadaslar1 (2003) SCFE teknolojisiyle elde ettikleri ekstrede 6
smif bilesen belirlemislerdir. Bunlar eskuiterpenler, alkoller, labdanik
diterpenler, alifatik hidrokarbonlar, steroller ve triterpenlerden
olusmaktadir. Bunlardan ana bilesen diterpenler olup, en bol olani
austrinulin’dir. Diger yiiksek diizeydeki bilesen labdanik grubu
diterpenlerden jhanol oldugu saptanmistir. Apolar bilesenlerin onemli

oranida n-tetrakosan ve n-pentakosan hidrokarbonlarini igermektedir.

Diger bir c¢aligmada, Markovic ve arkadaslari (2008) hidro-
distilasyonla elde ettikleri essansiyal yagi GC-MS ile igerik analizi
yaparak, 88 adet bilesen saptamiglardir. Bu ¢alismada yag asitleri (serbest
yada estere bagli olarak), n-alkanlar, n-alkenler, siklik alkanlar, alkoller,
aldehitler, ketonlar vb. varlig1 belirlenmistir ve 50 tanesini seskiterpenler
olusturmaktadir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. S. rebaudiana yapraklarinin yapisindaki lipofilik bilesenler i¢in izolasyon ve

analiz semas1 (Markovic ve ark., 2008) .

2.2.3. S. rebaudiana’dan Elde Edilen Glikozidler ve Biyolojik
Aktiviteleri

Yapilan bir arastirmada agizdan alinan steviozitin insan viicudunda

bulunmadigi ya da olduk¢a az miktarda bulundugu gozlenmistir
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(Wheeler ve ark., 2008; Mahidol ve ark., 1997). Insan ve farkli
hayvanlarin bagirsak sistemlerindeki sindirim enzimleri, stevioziti onun
aglikonu olan steviole pargalamaktadir. Kanser yapici aktivite agisindan,
oral yolla alinan steviozitin giivenilirligi ispatlanmistir. Albino sprague-
dawley sicanlarinda yapilan ¢aligmalarda steviozit veya rebaudiozit
A’nin dis ¢lirigline yol agmadigr gozlenmistir. Buna ragmen, tatlandirict
amactyla kullanilan, konsantrasyonun oldukg¢a diisiik oldugu durumda
eger ¢ok yiiksek konsantrasyonda S. rebaudiana ekstresi kullanilirsa
bakteri gelisimini azalttigi belirtilmistir. Gebelik iizerine, iireme
performansina, fetiislerin sayisina, bebek gelisimine zararli bir etkisi

yoktur.

Steviozit’in kabul edilen giinliik tiiketim miktar1 (acceptable daily
intake; ADI) 7.9 mg steviozit/kg viicut agirligr olarak hesaplanmigtir.
Belgika’da tiim gidalarda kullanimi kisi basmna diisen toplam seker
tiilketimini yaklasik 135 g/giin olarak belirlenmistir. Ornegin, 65 kg olan
bir insanin 513 mg/giin steviozit’e ihtiyaci vardir. Fakat bu en az
miktardir ve 793 mg/kg viicut agirligma kadar konsantrasyonlarda
aragtirmalar yapilmistir (Guens, 2003; eustas.org, 2006). Guens, (2003)
S. rebaudiana ve steviozit’in tatlandirict olarak giivenli oldugunu, hem
diyabet hastalari hemde fenil ketoniiri hastalar1 i¢in uygun oldugunu
belirtmistir. Ayrica kilo vermek amaciyla obez kisilerde diyete seker
ilavesi olarak kullanimi uygun bulunmustur. Herhangi bir alerjik
reaksiyona yol agmamistir. Steviozit aspartam, siklamat ve asesulfam
K‘ya eklendiginde sinerjik etki gosterir. Fakat, sakkarine sinerjik degildir
(Nabors, 2001).
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Kimyasallarin 6zelliklerini anlatirken degindigimiz rebaudiozit A
tadi yogun ve en dayanikli bilesendir. Yiiksek miktarda rebaudiozit A
iceren irilinler > rebiana ¢ olarak bilinmektedir. Steviozit’in aci tadi
rebiana’da olmadigindan igecek sektoriinde tercih edilmektedir. Ornegin,
giiniimiizde Coca Cola, Beatrice Gida, Cargill, Pepsi Co gibi uluslararasi
firmalar da gida tatlandiricis1 olarak rebiana kullanmaktadirlar (Voith,
2008).

Curry ve Robert’in (2008) sonuglarinda, insanlar rebiana’yi
zamanla viicut agirhi@inin  diigmesinin  ve diisiik kalorili diyetin
yapilmasina imkan verdiginden yiiksek dozlarda tiiketmeye yonelmistir.
Bunun nedeni, serum safra asidinin ve kolesteroliin diismesi, karaciger
yoluyla rebaudiozit A’nin yiiksek diizeyde atilimindan dolay1 safra asidi
metabolizmasinda fizyolojik degisiklikler olmasidir. Diger tiim
karacigere ait (hepatik) fonksiyonel test sonucglari ve karaciger

histopatalojisi normal limitlerde ¢ikmuistir.

Son yillarda, diinyada insan 6liim sebeplerinin ilki kanser, ikincisi
kalp hastaliklar1 ve 3. olarakta seker hastalig1 gelmektedir. Seker hastalig
(Diyabet) iki tiirlii olup, Tip 1 ve 2 “dir. Tip 1 diyabetlilerin %5-10 ‘unu
olusturur, gerisi Tip 2’dir. Viicut insiilin iiretmez, siklikla ¢ocuklarda ve
geng yetiskinlerde goriilmektedir. Hayatta kalmak icin gilinliik insiilin
enjeksiyonu yapilmak zorundadir. Tip 2 ise ileri yaslarda olusup,
obezlerde ve egzersiz yapmayan, genelde hareketsiz yasam tarzina sahip
kisilerde yaygimn goriiliir. Insiiline bagimli degillerdir, viicutlar1 yeteri

kadar insiilin {iretemez yada emiliminde bir sorun yasarlar. S. rebaudiana
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ekstrelerini diyabet hastalar1 kadar, saglikli insanlar da kullanmaktadir
(Li ve ark., 2004). Ayrica, S. rebaudiana’nin diyet yaparken antioksidan
almiminda destekleyicidir. Obez kisilerde kilo kaybma yardimci
olmaktadir (Tadhani ve ark., 2007). Ciinkii, gidalarla alinan agir1 seker S.
rebaudiana ekstresi veya steviozit ile yer degistirmektedir. Bu
maddelerin diizenli tiikketimi kandaki seker igerigini, radyoniikleidleri ve
kolesterolii diistirmektedir (Atteh ve ark., 2008). Ayrica hiicre
yenilenmesini, kan pihtilasmasini1 gelistirmekte, neoplastik gelisimini
bastirmakta, kan damarlarin1 giiclendirmekte, kan basincini diisiirmede
etkisi olmaktadir (Jeppesen ve ark., 2003; Maki ve ark., 2008;

Barriocanal ve ark., 2008).

Steviozit ve rebaudiozit A karacigerden safra salgilanmasini uyarir,
iltthap Onleyici ve idrar soktiiriiciidiir (Toyoda ve ark., 1997). Mide ve
bagirsak sisteminde iilser olusumunu engeller (Wingard ve ark., 1980;
Guens ve ark., 2003; Kochikyan ve ark., 2006). Ayrica, Tip 2 diyabet
hastalarinda ytiiksek glisemik degeri olusumunu engelleme (Gregersen ve
ark., 2004), yiiksek tansiyonu 6nleme (Hsieh ve ark., 2003; Feri ve ark.,
2006), tiimor olugumunu baskilama, ishal 6nleyici ve bagisiklik sistemini
giiclendirici etkisi vardir (Shar ve ark., 2008; Chatsudthipong ve ark.,
2009). Kimyasal kanserojenlere karsi engelleyici ajan yapisindadir

(Takasaki ve ark., 2009).

Steviozit ve rebaudiozit A’nin metabolizmalar1 farkli degildir ve
steviol ~ glikozitlere  doniisebilir.  Sicanlarin  steviol  glikozit

metabolizmalarinin insan metabolizmasina benzer oldugu dogrulanmistir
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(Sekil 2.5, 2.6). Toksisite ¢aligmalarinda, dokular1 tahrip etme, risk
degerlerine izin verip vermemesi sonuglari temel alimaktadir. Steviozit
mutajenik bulunmamustir. Toksisite, kanser yapici ve genetik toksisite
konularinda kisa yada uzun vadeli arastirma sonucglarinda, memeli
tiirlerinde 6nemli bir toksik etki goriilmemistir (Koyama ve ark., 2003;

Brusick, 2008).

.
-1
gfq{c;a

rebaudiozit A

| Bakteriyval Glikozitler
v

9{@

steviozit

| Bakterival Glikozidas enzimiyle
il glikozitlerin ardisik uzaklastirirlmasy

‘~—+ Karaciger ana giris sistemi emilimiyle

Sekil 2.5. Insan ve siganlarda emilimi, metabolizma ve salgilanmasi; kalinbagirsakta

rebaudiozit A’nin steviole pargalanmasi (G; Glikoz) (Carakostas ve ark., 2008).
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Biiyiik Bosaliim Kan dolasim sisteminden bagirsak
sistemine
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Bibrekler @ lelikronit
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glikronidaz
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idrarda Bosalam Diskada bosaltim
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Sekil 2.6. insan ve siganlarda rebaudiozit A’nin karacigerdeki metabolizmasi

(Caracostas ve ark., 2008).
2.3.Tatlandiric1 Yonetmelikleri

Tirk Gida kodeksine gore, 0-3 yas arasi ¢ocuk gidalarinda
tatlandirict  kullanilamaz. iginde aspartam bulunan gidalarda ise
“fenilalanin ihtiva eder’’ ibaresinin yer almas1 gerekmektedir. Gelisen
diinyada ¢iiriik onleyici ¢alismalar ne kadar arttirilirsa arttirilsin yine de

beslenmede sukrozdan yararlanildigi icin, tamamiyla 6nlenememektedir

(Nabors, 2001).
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Tebligdeki tatlandiricilar sorbitol, mannitol, izomalt, maltitol,
laktitol, ksilitom, eritritol, asesulfam K, aspartam, siklamik asit, sakkarin,
sukraloz, tuamatin, neohesperidin DC olmaktadir. Ornegin alkolsiiz
iceceklerdeki sakkarin maksimum miktar1 80 mg/l iken aspartam 600
mg/l verilmistir. Sakkarin ile S. rebaudiana, sukrozdan 300 kat tathdir.
Bu duruma gore tebligde gegen sakkarin kullanilan iirlinlerde, S.

rebaudiana’da kullanilabilir. Sakkarin kullanilan tiriinler;

a) Alkolsiiz igecekler: enerjisi azaltilmis veya seker ilavesiz su
bazli aromalandirilmis igecekler, siit ve siit tiirevleri veya meyve suyu

bazli igecekler,

b) Tatl ve benzeri iirlinler: enerjisi azaltilmig veya seker ilavesiz su
bazli aromalandirilmig tathilar, siit ve siit tiirevi bazli karisimlar, meyve
ve sebze bazli tatlilar, yumurta bazl tatlilar, tahil bazl tathilar, yag bazlh

tatlilar,

c) Sekerlemeler ve digerleri: Seker ilavesiz sekerler, nefes
ferahlatic1 sekerlemeler, kakao veya kuru meyve bazli sekerlemeler,
nisasta bazli sekerlemeler, kakao, kuru meyve, yag bazli siiriilebilir
tiriinler, sakiz, yenilebilir buzlar, dondurma, regel, jole, marmelat, meyve
konserveleri, meyve sebze karisimlari, 6zel beslenme amagli hafif
firincilik triinleri, TGK kilo verme amaclh enerjisi kisitlanmis gidalar
tebligi kapsamindaki gidalar (400 mg/kg), TGK 6zel tibbi amagl diyet
gidalar tebligi kapsamindaki gidalar (400 mg/kg), stvi formatindaki gida

takviyeleri, kat1 formdaki gida takviyeleri, vitamin veya mineral bazl
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surup seklinde veya ¢ignenen gida takviyeleri, bira, elma veya armut

sarabu, distile alkollii icecekler veya sarap karisimi igecekler.

Tiirk Gida Kodeksinin gida maddelerinde kullanilan tatlandiricilar
safsizlik kriterleri tebligi’de (Teblig No: 2001/40) mevcut olup, tiim
yapay tatlandiricilar i¢in degerlendirme yapilmistir, S. rebaudiana ve
glikozitleri bu listede yoktur. Bu tezin ekinde bir S. rebaudiana tiriiniiniin

malzeme giivenlik verileri listesi bulunmaktadir.

Codex Alimentarius ve JECFA Avrupa birligi tarafinda
tatlandiricilarin -~ 6zelliklerini ve analiz yOntemlerini arastiran  iki
kurumdur. 1995 yilindaki komisyon direktiflerinde (95/31/EC) Tiirk gida
kodeksindeki yapay tatlandiricilar da mevcut olup, S. rebaudiana ve
ekstrelerine yer verilmemistir. Gida katki maddeleri, liretim yontemleri
veya yabanct hammaddeler, gida komitesinin bilimsel degerlendirme
kapsamina girmektedir. Ayrica, malzemelerin saflik kriterlerine de

bakilmaktadir.

Komite steviozit’in ve rebaudiozit A’nin in vitro ve in vivo
genotoksik olmadig1 sonucuna varmistir. Ayrica, canli disindaki
caligmalarda steviollin ve bazi oksidatif tiirevlerinin genotoksik oldugu,
in vivo yapilan arastirmalarda kesinlesmemistir. Komitenin 51.
toplantisinda, uzun siiredir yapilan ¢alismalar degerlendirerek steviozitin
gozlenmeyen etki seviyesini (NOEL) 970 mg/kg viicut agirhigy/ giin
olarak belirlemistir (JECFA, 2004). FAO/WHO gida katki maddeleri
uzman komitesi (JECFA) kabul edilir giinliik yeterli tiikketim miktarin
(ADI) 0-2 mg/kg viicut agirligi (bw)/glin steviol eslenigi olarak
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belirlemistir. Molekiiler kiitlelerini gbz Oniine alarak yapilan doniisiim
sonucu giinde 0—6 mg rebaudiozit A/kg bw/giin tiiketile bilmektedir.
Planlanan stirekli kullanim miktar1t ADI 0—12 mg/kg bw/giin rebaudiozit
A ve 0—4 mg/kg bw/giin steviol degeri belirlenmistir (Carakostas ve ark.,

2008).

2.4.Geleneksel ve Gelismis Ekstraksiyon Yontemleri

2.4.1.Cozgen Ekstraksiyonu

Cozgen ekstraksiyonunda kullanilacak ¢ézgenin se¢imi ¢alisilacak
bitkisel materyalin fiziksel yapisina ve oksidasyona olan duyarliligina
bagl olarak degismektedir; S. rebaudiana yapisindaki glikozitler polar
yapidadir. Bazi durumlarda, yapraklar polar olmayan ¢6zgenlerle 6rnegin
kloroform veya hekzan ile yapraktaki esansiyel yaglar, lipidler, klorofil
ve diger polar olmayan maddelerin ¢oziindiigii 6n isleme tabi
tutulmustur. Diisiik kaynama noktali polar ¢ozgenler (kaynar su veya
alkoller; aseton, metanol, etanol, gibi) ise polar maddeler i¢in
kullanilmistir. Ardindan, ekstreye tuz veya alkali ¢ozeltisi ilave edilerek
¢Oktiirme ile berraklastirilmistir. Son olarak ekstrenin konsantre edilmesi
ve glikozitlerin kristallesmesi icin metanolde tekrar ¢ozlinmiistiir.

Kristaller nerdeyse saf steviozit olarak olugmustur.

Bir bagka yontemde kaynar suyla bir ¢ok kez karistirarak (6rn:
soxhlet veya sonikatdrde) yikama uygulanmistir. Sonra filtrasyon ve

temizlemenin ardindan sivi kromotografi analizi yapilmistir. Bu
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uygulamada su yerine etanol kullanildiginda ayni ekstraksiyon verimi

daha kisa siirede elde edilmistir (Pol ve ark., 2007).

Geleneksel metotlardan biri olan ¢ozgen ekstraksiyonu (digeri
distilasyondur), diisiik ilk yatirim ve isletme maliyetleri nedeni ile yaygin
olarak kullanilmaktadir. Cozgen ekstraksiyonunun diger dezavantajlari,
fazla miktarlarda ¢ozgen sarfiyati, daha diisiik verim, iiriin saflig1; son
tiriinde iz miktarda ¢ozgen kalintis1 bulunabilmektedir. Buna ragmen,
irlin saflastirilabilir ve bu maliyeti artirmaktadir. Ayrica, proses
stiresinde 2/3 artis, yiiksek is¢ilik maliyeti gerektirir. Bu yontemle elde
edilen triinlerin ilag ve gida sanayilerinde kullanilabilmeleri i¢in ilave
saflagtirma islemlerine gerek duyulmaktadir. Ekstraksiyonun ardindan
filtrasyon ve temizleme islemleri; adsorpsiyon kromotografisi,
koagulasyon, renk giderme, elektroliz, iyon degisimi, ¢oktiirme, ve/ veya

¢Ozgen ayirmanin biri veya bir kacgiyla ayirma gerceklestirilir.

Dezavantaji, kati/sivi ekstraksiyonunun ardindan gelen basamakla
s1vi/s1vi saflagtirma sonucu elde edilen ekstrenin tadimindan sonra agizda
kalan acims1 tattan dolayi, ticari olarak kullanim alanlarina kisitlama
getirilmigtir ve iceceklerde kullanilamamistir. Nedenleri arastirilmais,
alternatif yontemler aranirken Tan ve arkadaslar1 (1988) Japon patenti
alarak, SCFE ile iretimi gerceklestirmistir. Elde edilen iiriinde
steviozit/rebaudiozit A olusumu 3/1 olarak bulunmus (Cizelge 2.2).
Diger bir deyisle, bu yontemle elde edilen ekstrede geleneksel ¢ozgen
ekstraksiyonu suyla veya alkollerle yapildiginda olusan ekstredeki

rebaudiozit A miktarindan ¢ok fazla miktarda rebaudiozit A olusmustur.
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Rebaudiozit A steviozit’den %50 oraninda daha tatli oldugu dikkate
alindiginda agizda daha hos bir tad birakmistir. Bu yontemle elde edilen
ekstrelerin  tadlart daha iyi oldugundan rahatlikla igeceklerde

kullanilmustir.

Cizelge 2.2. Ekstraksiyon yontemine goére Steviozit ve rebaudiozit A miktarinin

kiyaslamasi (Pasquel, 2000).

Oransal Miktar
Deney Kosullari Steviozit Rebaudiozit A

SCFE, 120 bar, 16°C, 4, 97.10° kg solvent/s 3 1

Geleneksel Ekstraksiyon

On islemli Yapraklar 10 1

islenmemis Yapraklar 11 1

Diger altenatif ekstraksiyonlar kat1 faz (adsorbant) ekstraksiyonu,
mikrodalgayla desteklenmis ekstraksiyon, ultrosonikle desteklenmis
ekstraksiyon, siiperkritik ekstraksiyon ve yiiksek basing ekstraksiyonudur
(Adil, 20006).

Bunlardan yiiksek basing ekstraksiyonuna o6rnek bir ¢alismayi, Pol
ve arkadaslar1 (2007) gergeklestirmistir. Steviozit miktarinin sicaklikla
degisimine dikkat ¢eken bir ¢alisma olmustur. Daha Once yayinlanmig
makalelerin ¢ogunda, en yiiksek ekstraksiyon verimi 200 bar, 30°C ‘de
kritik sicakligin altinda elde edildigi g6z oniine alinmistir. Sonugta 110°C

su ve metanol kullanarak steviozit ekstraksiyonunda optimum sicaklik
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olarak  belirlenmistir. ~ Ekstraksiyon = basin¢landirilmis  akiskan
ekstraksiyonu olarak adlandirilip, 100 mg S. rebaudiana, 50 dakika
stirmiistiir. Hem metanol hemde su ¢6zgen olarak 8 ml/dak akis hiziyla
kullanilmistir.  Ekstraktére  nitrojen  verilerek hava  ortamdan
uzaklastirllmis ve basing 50 bar’a ¢ikarilmistir. Ardindan, sicaklik
110°C’ye yiikselirken ekstraksiyon verimi de yiikselmis ve 110 mg/g’a
ulagsmigtir. Sicaklik artmaya devam ettikge, 160°C’ye gelindiginde

ekstraksiyon verimi 80 mg/g’lara diismiistiir.

US 2006/0142555A1 nolu patent’te yapraklar 20°C’den 50°C‘ye
isitilip, 20 ile 400 elek numaralarinda pulvarizatorde ogiitiilmektedir.
Minerallerinden arinmis su, ¢Ozgen olarak kullanilmis, ekstraktore
verilerek ekstraksiyon yapilmis ve 50°C*den 120°C‘ye direk veya indirek
buharla ortam 1sitilmustir. Ekstraksiyonun bagladigi 0.25 saatten 4 saat‘e
kadar buhar basmci 1 ile 8 kg/cm” arasinda tutulmustur. Bitki materyali
filtrelenmis, sivi ekstraktan ayrilmistir. Tuzlar kullanilarak c¢oktiirme
gerceklestirilip, iyon degisim regineleriyle berrak ekstrakt elde edilmistir.
Son olarak islemden gecirilmis filtrat kurutulup, %40-%70 steviozit

igeren iiriin elde edilmistir (Jonnala ve ark., 2006).

Giliniimiizde, yeni yonetmelikler kapsaminda, giivenli kabul edilen
¢Ozgenlerin sayisinin ve tolerans kalint1 diizeylerinin gittikge daralmasi,
artan enerji maliyeti ve pek ¢ok bilesenin 1sisal islemlere kars1 dayaniksiz
olmas1 sebebiyle temiz, etkin ve Triinde 1sisal bozunmaya sebep
olmayacak ayirma teknikleri {iizerinde yogunlasilmaktadir. Bunun

sonucunda, bitkisel materyallerin ayiriminda “Siiperkritik Akiskan



38

Ekstraksiyonu” teknolojisi ¢ekici bir alternatif olmaktadir (Celiktas,
2005).

2.4.2.Superkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SCFE)

2.4.2.1. Siiperkritik Akiskanlar

Stiperkritik akiskanlar (SCF) 21. yiizy1l icin yesil ¢ozgen olarak
gelismesini siirdiirmektedir. Her bir akigkanin bir kritik sicaklik (Tc) ve
basing (Pc) degeri bulunmaktadir. Bir akigskanin sicaklik ve basing degeri
bu degerlerin {izerine ¢ikarilirsa, elde edilen akiskana siiperkritik akigkan,
icinde bulundugu bolgeye ise siliperkritik bolge denmektedir (Sekil 2.7).
Stiperkritik akiskanlar tagidiklar1 6zellikler bakimindan sivilar ve gazlar
arasinda bulunmaktadir. Yogunluklari sivilara, viskoziteleri ise gazlara
yakin ozellik gostermektedir. Sicaklik ve basingtaki kii¢iik degismeler
stiperkritik akigkan Ozelliklerin biliylik oranda degismesine neden

olmaktadir.

Kritik nokta akigkanin gaz sivi dengesindeki yiiksek sicaklik ve
basinct gostermektedir. Stiperkritik akigkanlarin en biiyiik istlinliigl faz
dengesi ve transport 6zelliklerinin basing, sicaklik veya her ikisinde ¢ok
az bir degisiklikle ayarlanabilmesidir. Fiziksel ozelliklerin kolayca
kontrol altinda tutulabilmesi ve degistirilebilmesi nedeniyle siiperkritik
akigkanlar ekstraksiyon, sentez, mikrokapsiilleme ve mikronizasyon

stiregleri gibi pek ¢cok uygulamada kullanilmaktadir.
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Sekil 2.7. CO, ve Suyun Basing-Sicaklik diyagrami ve fonksiyonel bolgeler
(Doker, 2007).
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Diisiik viskozite ve yiiksek difiizyon katsayilari kiitle transferini

artirmakta ve ekstraksiyon prosesine ivme kazandirmaktadir.

Viskozitenin sicaklik ve basingla iliskisi Sekil 2.8’de verilmistir.
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Sekil 2.8. CO,‘in viskozitesinin sicaklikla(K) degisimi, farkli basinglardaki (bar)
egrileri (Gamse, 2009).

Siiperkritik  akiskanlar organik ¢ozgenlerle kiyaslandiginda
ayarlanabilir yogunlugu olmasi iyi bir ¢6zgen kapasitesi yaninda yiiksek
difiizyon iginde, yeterince diisiik degere sahiptir. Gaz, siv1 ve siiperkritik
akiskanin ~ (SCF)  termodinamik  oOzellikleri  Cizelge  2.3°de
kiyaslanmaktadir. Yiizey geriliminin sifir olmasi, kompleks maddelerin
tamamen 1slatilmasina izin vermektedir. Bir siiperkritik akiskanin ¢6zgen
kapasitesi yogunluguna gore tanimlanmaktadir. Bu da sicaklik ve
basincin  degistirilmesiyle gerceklestirilmektedir. Akiskan, basingta

yapilan artigla kritik nokta civarinda yer almaktadir.
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Cizelge 2.3. Gaz, s1v1 ve siiperkritik akigkanin (SCF) termodinamik 6zellikleri.

Faz Yogunluk [Viskozite |Diifizyon katsayisi |Yiizey Gerilimi
kg/m’ mPas (m%/s ) *10* dynes/cm
GAZ 1 0.1 0.1 45-60
SCF ~500 0.003-0.1 0.0001 0
SIVI 1000 1 0.00001 n/a
1200
0C
1000 —+
S 1 a
e 800
D
= 600
Yogunluk 1 inci Faz
Bilgesi 100C
400

200 + b

0 . . l l l l . .
0 50 100 150 200 250 300 350 400 45

| Basme [b a I']

Sekil 2.9. SC-CO; nin basingla yogunlugun degisimi, farkli sicakliklardaki egrileri
(Gamse, 2009).
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Sicaklik ve basingta kiiclik bir degisiklik yogunlukta biiyiik bir
degisime neden olur. Yogunluk ise artan basing ve azalan sicaklikla artis
gostermektedir (Sekil 2.9). Bir gaz, kritik sicakligin tizerine ¢ikildiginda
basing artirilarak sivilastirilamamaktadir. Bir bilesenin  yogunluk,
dielektrik sabiti gibi fiziksel ozellikleri gaz veya sivi1 fazdan siiperkritik
faza gecerken degismekte olup fazlara ait kesin smirlar
gozlenmemektedir. SCF ‘un yiiksek yogunlukta olmasi ekstraksiyonda
icinden gececegi katt maddenin daha fazla ¢Ozlinmesiyle
sonuclanmaktadir. Normalde bu kati madde, akiskanin sivi ve gaz

fazinda daha az ¢6ziinmektedir (Adil, 2006) .

Saf ¢Oziici olarak siliperkritik akigskan ekstraksiyonunda

kullanilabilecek bazi ¢oziiciiler Cizelge 2.4’de verilmistir.

Cizelge 2.4. Baz siiperkritik ¢6ziiciilerin kritik sicaklik, basing ve yogunluk degerleri
(Celiktas, 2005).

Madde Kritik sicakhik Kritik basing Kritik yogunluk
Te (°C) Pc (atm) pc (g/ml)
Metan -83.2 45.40 0.162
Etilen 9.3 49.64 0.218
Kloroflorometan 28.9 38.68 0.579
Karbondioksit 31.06 72.83 0.468
Etan 323 48.16 0.203
Propilen 91.9 45.59 0.233
Propan 96.7 41.84 0.217
Amonyak 132.5 111.52 0.235
Dietileter 194.6 35.92 0.265
n-pentan 196.5 33.26 0.237
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Aseton 235.0 46.40 0.278
Metanol 239.5 79.84 0.272
Benzen 289.0 48.26 0.302
Toluen 318.6 40.56 0.292
Piridin 346.9 55.56 0.312
Su 374.2 217.11 0.322
Ksenon 16.6 57.63 1.113

Stirekli yaymlar incelendiginde c¢esitli akigkanlarin kullanildigi
bilinmektedir. Calismalarda siklikla CO, kullanilmaktadir. Bunun belli
basli nedenlerinin baginda inert olmasi, zehirli olmamasi, yiiksek saflikta
elde edilmesi, kokusuz olmasi, yanict ve patlayict olmamasi, kritik
sicaklik ve basing degerlerinin diger akiskanlara gore diisiik olmasi
sayilabilir. CO, molekiilii tamamiyla simetrik olup, dipol momenti
mevcut degildir. Bu da ozellikle apolar ve zayif polarite gosteren

bilesenleri ayirmadaki giiciiniin kaynagini olusturmaktadir.

Diger avantajlari ise $0yle siralanabilmektedir;

- diistik molekiil agirlikli hidrokarbon ve organik bilesiklerle kolay
karisabildigi icin iyi bir ¢oziicldiir.

- diger organik ¢oziiciilerle karsilastirildiginda uguculugu ytiksektir
(kolay geri kazanim).

- enerji sarfiyatinda avantajlidir.

- toksik, yanici ve korozif degildir.

- maliyeti diisiik olup, kolaylikla ve saf eldesi miimkiindjir.
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- bakteriostatik etki gostermektedir.
-yiiksek kompressibilite (sikistirilabilirlik) gosterir.

-oksijensiz ortam sagladigindan korozif degildir.

SC-COy’in  kiigiik molekiilleri ¢dozme yetenegi vardir ve
monomerlerde de yiiksek c¢oOziiniirliik sergiler. Ayrica, homojen,
heterojen ve polimerizasyon ic¢in c¢ok amacgli bir ¢ozgen oldugu
gosterilmistir. CO,, su gibi polar ve kuvvetli van der Waals (lipofilik faza
benzemez) giigleri olmadigindan, polar ve ugucu olmayan polar
bilesikleri ¢ozemez. Buna ragmen, pek cok lipofilik ve hidrofilik
maddeler siirekli fazda CO, ‘de dagilmaktadir (Adil, 2006).

(Coziicii niteligi ve ¢ozme verimi acilarindan ancak gerekli ve
ekonomik oldugunda siiperkritik gazlarla ¢alisilir. Bu durum igin soz
konusu olabilecek basing degerleri 200< P <1000 bar gibi yiiksek
degerlerdir. Bu basing seviyesine ulasabilmek i¢in kullanilacak
kompresorler ¢ok giiclii, harcanan enerji ¢ok fazla ve kullanilacak
ekipmanlarin (kazan, boru vb) c¢ok yiiksek basinglara dayanikli olma
gerekliligi, bu tiir tesislerin hem imalatinin, hem de isletme giderlerinin
cok yiiksek olmasina yol agar. Bu yiizden ancak elde edilecek iirliniin bu
maliyetleri karsilayabilecek kadar degerli olmasi1 durumunda ekonomik

olarak uygulanabilecek bir yontemdir (Celiktas, 2005).
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2.4.2.2. Yardimc1 Cozgen Kullanimi

Karbondioksit, siiperkritik akiskan ekstraksiyonunda en ¢ok
kullanilan ¢ézgenlerden biridir. Kritik sicakligi (31°C) diisiik olup kritik
basing (73.8 bar) degerine ulasmak kolaydir. Saf CO; apolar karakterli
olup, diisiik molekiil agirlikli bilesiklerle (< 250); lipidler, kolestrol,
aldehitler, eterler ve ketonlar gibi zayif polar gruplarin, ekstraksiyonunda
daha secicidir ve bu bilesiklerin c¢oziiniirliikleri yiiksektir. Yiiksek
molekiil agirhikli (> 400) veya hidroksil, karboksil, sekerler,
polisakkaritler, aminoasitler, proteinler, glikozidler ve inorganik tuzlar
gibi polar gruplarin ise CO;’de ¢oziiniirliikkleri ¢ok diisiiktiir (Cizelge
2.5).

Cizelge 2.5. Farkli bilesiklerin siiperkritik CO, iginde ¢oziinirliikleri (Celiktas., 2005)

Yiiksek Coziiniirlik Orta Derecede Coziiniirliik | Cok Diisiik Coziiniirliik
Molekiil agirliklar1 250°den | Molekiil agirliklart 400°den | Molekiil agirliklar
kiigik olan ve  apolar | kiiciik olan polar karakterli | 400’den biiyiik olan, son
karakterli organik bilesikler organik bilesikler derece polar karakterli

bilesenler
Ucgucu bilesenler Uguculugu diisiik bilesenler Ugucu olmayan bilesenler
Tiyoller, pirazinler, tiazoller, | Su, terpenler, oleik asit, | Proteinler, sekerler,
asetik  asit,  benzaldehit, | gliserol ve doymus lipitler polisakkaritler,
hekzanol, gliserol ve asetatlar. aminoasitler,  inorganik

tuzlar, nitratlar, vakslar
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CO; polar bilesenlerin ekstre edilmesinde bu 6zelligi géz oniinde
alimarak proses tasarlanir ve bu oOzellik avantaja doniistiiriilebilir.
Lipofilik bir ¢ozgen olan CO, iginde polar karakterli (fenolik)
bilesenlerin ¢Oziinlirliglinii artirmak i¢in, polaritesi yiiksek ilave
maddeler kullanilmaktadir. Daha polar karakterde olan bu ¢o6zgenlere
Yardimer ¢6zgen denmektedir. Siiperkritik gazin ¢ézgen giiciinii artirmak
veya c¢Oziinirlik artist saglayarak ekstraksiyon basincini diislirmek
amaciyla ilave edilmektedirler. Sik kullanilan yardimci ¢ozgenler
arasinda, Ozellikle etanol, metanol gibi alkoller, klorlanmis
hidrokarbonlar, hekzan, su, aseton, asetonitril ve formik asit yer
almaktadir. Ilag ve gida endiistrisinde yardimci ¢bzgenin GRAS
statiisiinde olmasi sart1 aranir. Bu nedenle ¢ogunlukla ethanol ve su tercih
edilmektedir. Etanoliin siiperkritik akigkan CO, besleme debisindeki
oraninin kritik sicaklik ve basinc iizerine etkisi Cizelge 2.6’da verilmistir

(Adil, 2006).

Cizelge 2.6. CO,-ctanol karisimindaki etanol oraninin kritik sicaklik ve basi¢ degerleri
iizerine etkisi (SF-Solver Software, ISCO Inc., Lincoln, NE, USA
kullanilarak hesaplanmistir) (Adil., 2006).

Etanol Konsantrasyonu (%wt) Tc(°C) Pc(bar)
0 311 73.8
5 42.5 73.2
10 53.7 72.7
14 62.8 72.2
17 69.5 71.9
20 76.1 71.5

100 243.3 61.3
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2.4.2.3. Siiper Kritik Akiskan Ekstraksivonu

Saf bir ¢oziiciinlin kritik basing ve sicaklik degerleri iizerindeki
basing ve sicaklik degerlerinde yiiriitiilen ekstraksiyon islemi “siiperkritik
akigkan ekstraksiyonu” olarak adlandirilmaktadir. 100-200 ml’lik
ekstraktorler laboratuvar oOlgekli, V>200 ml ise pilot tesis olarak
adlandirilmaktadir. V<100 ml ise analiz amacl cihazlardir. Fraksiyonel
ayirma yontemiyle, ¢Oziiniirligii en fazla olan bilesenden baslamak
lizere, bilesenler ¢oziiniirliiklerine gore sirasiyla ekstre edilen maddeden
uzaklastirilmaktadirlar. Fraksiyonlarina ayirma, kritik nokta yakinindaki
bolgeden baslayip, sistemde ekstre edilecek maddedeki en diisiik
¢oziinlirliige sahip bilesenin ¢oziiniirliigiiniin  saglandig1 sicaklik ve
basing degerlerine ulasilmasi islemi olarak tanimlanmaktadir. Islem

sonunda fraksiyonlar ayr1 ayr1 ayirma tanklarindan alinmaktadir.

Toplam ekstraksiyon bolgesinde stiperkritik akigkanin ¢oziintirliigi
yiiksek, seciciligi ise diisiik olmaktadir. Yani en yiiksek sicaklik ve
basing degerlerinde c¢alisilmaktadir. CO, ile boyle bir calismada elde
edilen {iriinler genellikle koyu renklidir. Uriinde koyu rengi olusturan
pigmentler istenmiyor ise biraz daha diisiik basinglarda yani toplam
renksiz ekstre bolgesinde ¢alisilmaktadir. Deodorizasyon bdlgesinde ise
sicaklik ve basing kritik olan bolgeye yakindir ve CO;’in segiciligi
yiksek, ¢oOzlinlrliigii ise diisiik olmaktadir. Siiperkritik akiskan
ekstraksiyonunun pahali olmasi nedeniyle, su buhar1 kullaniminin yeterli
oldugu islemlerde onun yerine kullanilmalar1 ekonomik olmamaktadir

(Celiktas, 2005).
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Giinlimiizde, temelde tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen,
niitrasotikler, fonksiyonel gida bilesenleri ve yenilik¢i iirlinlerin
olusturulmasinda kullanilabilen etkin bir teknolojidir. Bitkisel materyal
genellikle kuru toz haldedir. Optimum partikiil boyutu 0.4-0.8 mm
arasindadir. Kat1 matrisinde ekstrakte edilecek madde tanecik seklinde

dagilimi Sekil 2.10°da goriilmektedir.

Sekil 2.10. Kati matriste ekstrakte edilecek maddenin tanecik seklindeki dagilimi
(Gamse, 2009).

Yiiksek ekstraksiyon basinc1 genellikle siiperkritik akiskanin
yogunlugunu yiikseltir ve bu da ekstrakte edilecek maddenin
¢Oziinilirligl arttiricidir. Sicakligin artmasi buhar basincini arttir ve bu
akiskan yogunlugundaki diisiisten daha etkili olup, ekstraksiyon verimini
arttirir. Yigimsal yogunluk 250 kg/m® ‘den biiyiik olmahdir. Siiperkritik

akiskan akis hiz1 arttirilinca ekstraksiyon siiresi kisalirken, ekstraksiyon
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ekipmanlarinin  (1sitici, pompa veya kompresor, borular, vanalar..)

boyutlar1 biiylimektedir (Sekil 2.11) (Gamse, 2009).

100
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Sekil 2.11. Ekstraksiyon egrisi (Gamse, 2009)

Cogu ekstraksiyon uygulamasinda basing 200 atm’den fazla,
sicaklik ise 40-80°C arasindadir. Metanol ve etanol yardimci ¢ozgen
oranlart %3~20 arasindadir. Ekstraksiyon siiresi genellikle statik
ekstraksiyonda 15 dakika , dinamik ekstraksiyonda 40 dakikadir. Polar
bilesenler yapisinda fonksiyonel guruplari bulundururlar. Ornegin,
hidroksiller, karboksiller veya aminlerdir. Yardimci ¢6zgen miktar

polaritenin siddetine gore degisir (Chen ve Yong, 2000).

Olgek biiyiitme yapilirken 1siticilarin kapasiteleri entalpi sicaklik
diagramindan okunarak hesaplanir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Ekstraksiyon islemi sicaklik (°C) Entalpi diagrami; 1) CO , deposu, 2)
sogutucu, 3) pompa, 4) ekstraktdr, 5),6), 7) 1sitici, 8) ayirma kolonu
(Gamse, 2009).

2.4.2.4. S. rebaudiana’nin SC-CO, Ekstraksivonu

Ilk olarak Tan ve arkadaslar1 (1988) Japon patenti alarak, S.
rebaudiana’y1r SC-CO,; ekstraksiyonu ve yardimci ¢6zgen uygulamistir.
Yardimc1 ¢dzgen olarak metanol, etanol, aseton kullanildig: belirtilmistir.
Saflagtirma asamasi adsorpsiyonla basarilmistir. Pasquel (1999)
calismasinda (Sekil 2.13.) glikozit disindaki fraksiyonlar1 aragtirmistir.
Ekstrede buldugu maddeler spathulenol, dekonik asit, 8, 11, 14-
ekosatrienoik  asit, 2-metil oktadekan, pentakozan, oktakozan,
stigmesterol, B-sitosterol, a- ve P-amirin, lupeol, P-amirin asetat, ve

pentasiklik triterpen olmustur. Bu maddeler ekstrenin  %56’sin1
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olusturmaktadir. Ancak, geriye kalan bilesenler tespit edilmemistir
(Pasquel ve ark., 2000) .

Liu ve arkadaslarinin (1997), c¢alismalarinda yardimci ¢dzgen
olarak %20 oraninda metanol kullanmistir. 368 atm basing ve 40°C
sicaklik uygulamasi ile 2 saatlik iiretimin ardindan ekstraksiyon verimi
olarak 13.7 £ 5.8 mg/g ve 13.1 = 9.3 mg/g degerlerini siras1 ile
stiperkritik ve sivi ekstraksiyonunda bulmuslardir. Analizleri kapiller

elektroforez ile gergeklestirmislerdir.

Sekil 2.13. Pasquel ve arkadaglarinin deney {initesinin akis semasi; 1) Cozgen deposu,
2) Vanalar, 3) Durdurma vanalari, 4) Filtreler, 5) Manometre, 6) Tasma
tanki, 7) Cozgen pompasi, 8) Yardimci ¢dzgen pompasi, 9)Yardimer ¢dzgen
deposu, 10) Karistirici, 11) Tahliye vanasi, 12) Termocouple, 13) Sicaklik
indikatorii, 14) Sabit yatakli ekstraktdr, 15) Mikrometrik ayarli vana, 16)
Toplama erleni, 17) Akis toplayict.
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Pasquel ve arkadaglar1 (2000) pilot 6lgekli SC-CO, ekstraksiyonu
yontemini kullanirken yardimci ¢ézgen olarak su, etanol ve %50 su +
%350 etanol kullanarak polariteyi arttirarak polar madde olan S.
rebaudiana bitkisinin ¢oziiniirliigii iizerine bir arastirma yapmuslardir.
Kat1 yaprak kiitlesini 69 ile 82 g arasinda kullanarak 0.048 g/s ortalama
akis hizinda calisilmiglardir. Bu c¢alismanin amaci kiitle transfer
denklemlerini ¢ozerek, kiitle transfer katsayisini tahmin etmek olmustur.
Bunun i¢in 12 saat 6n islem ile CO,‘de ¢6zlinen apolar bilesikler alkoller,
alifatik hidrokarbonlar, sesquiterpenler, ve triterpenler yapraktan ayrilmis
ve ardindan 12 saat glikozit ekstraksiyonu ger¢eklestirilmistir. Yardimci
cozgen olarak su kullanildiginda etanol’den daha yiiksek ekstraksiyon
verimi elde edilmistir. On islemde en iyi sonucu sadece CO,’in ¢dzgen
olarak kullanildig 200 bar ve 30°C’de elde edilmistir. ikinci islemde ise
en iyi sonucu 120 bar, 16°C ve %9.5 (molar) su ile elde edilmis olup,

toplam verim %3.4 bulunmustur.

Yoda ve arkadaglar1 (2003), Pasquel ve ark. (2000) yaptigi
calismadaki genel ekstraksiyon egrisini Sovova pseudo sabit hal
modeliyle agiklamis ve ekstraksiyonun kinetigini basariyla olusturarak

calismay1 gelistirmislerdir.

Choi ve arkadaslar1 (2002) ekstraksiyon sonrasi elde edilen
steviozit’in s1v1 kromotografisi (HPLC-ESI-MS) analizini ¢alismislardir.
Glikozitler UV’ye diisiik hassasiyettedir. HPLC-MS analiz tekniginde bir
elektrospray iyonlagma (ESI) araylizeyine dogal iiriinlerin analizi igin

yiiksek hassasiyette yavas iyonizasyon teknigi uygulanmistir. 40°C, 60°C
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ve 80°C sicakliklarda 204 ve 340 bar basinglar ile %5 metanol, %10
ethanol ve %20 metanol-su karisimi (8:2) yardimer ¢dzgen oranlari
tiretim parametreleri olarak secilmistir. 200 mg yaprak ekstraksiyonu i¢in
1 ml/dak ¢6zgen akis hizi ile toplam 50 ml CO, tiiketilmistir. Diger bir
degisle ekstraksiyon siiresi 50 dakikadir. En yiiksek ekstraksiyon verimi

metanol-su karisimi ile 3.56 mg/g bulunmustur.

Kienle (1992) USA‘de bir SCFE patenti almustir. S. rebaudiana’nin
bilesenlerini ayirmak i¢in etan, eten, azot oksit, propan, propen,
karbondioksit ve ¢esitli hidrojen floriirler ¢6zgen olarak kullanilabilir.
Azot oksit yanmay1 desteklediginden o kullanilirken c¢ok dikkatli
olunmalidir. CO, ‘in avantajlart bilinmektedir ve onunla ilgili
calismalarin ¢ok dokiimani bulunmaktadir. Relatif kiitle transfer orani 5
ile 310 kg COy/kg baslangic materyali arasinda degisebilmektedir.
Genellikle bu deger 8-100 kg CO,/kg baslangic materyali arasindadir ve
optimum kosullarin 60°C ve 300 bar olmaktadir. Kiitle oran1 5 kg CO»/kg
baslangic materyali degerinin altinda, elde edilen iiriiniin Marketlerde
satilamayacak bir {irlin aromasi olusmaktadir. Kurutulan yapraklar
ekstraktore doldurulmustur. Ekstraktor haznesinin sizdirmaz kapagi
kapatildiktan sonra, CO, ekstraktore beslenerek vakslar, klorofiller, diger
pigmentler, Ozellikle tadi bozan bilesenler uzaklastirilmistir.
Ekstraktorden ¢ikan CO, uygun kompresor kullanilarak sivilastirilip
sisteme geri donmektedir. 8 saat sonra iiretim durdurulmakta, yapraklar
arzu edimeyen aromadan ayrilmig olarak tath glikozitleriyle kullanima

hazir olmakta, ambalajlanip satilmaktadir.
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2.5. Optimizasyon

Yiizey Yanit Metodolojisi (Response surface methodology; RSM)
teorik optimizasyonun deneysel caligma alaniyla matematik olarak
uydugu bir optimizasyon yaklagimidir. SCFE verimini arttirmak igin
yanit veren bir fonksiyondur ve az sayida denemeden yola ¢ikarak pek
cok bilgiye ulasilabilir. Bu deneysel metodolojiyle matematik modelleme
bile olusturulabilmektedir (Wang ve ark., 2008). Bir uygulamasi olan 3
seviyeli Box-Behnken Design (BBD)'mm SC-CO, ekstraksiyonu
optimizasyonunda secilmesinin nedeni miikemmel sonucglar1 ve akil
yiirliten tasarimindan dolayr kimyasal ve fiziksel optimizasyonda

uygulanabilirligidir (Sekil 2.14) (Dong ve ark., 2008).
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Sekil 2.14. Ug faktoriin grafiksel gosterimi iki sekilde olusmaktadir: a) Kiibiin merkez
noktas1 ve kenarlarin orta noktalarindan olusan, b) Ug tane birbirine

kenetlenmis ve 2 faktoriyelli tasarim (Stalikas ve ark. 2009).

RSM’nin 5 seviyeli Merkezi Bilesim Tasarimi (Central
Composite Design) yontemiyle kiyaslandiginda orthogonal (dikey)
bloklama icin kapasitesi sinirli olmasina ragmen 3 faktor i¢in ¢ok az

denemeye ihtiya¢ duyulmasi iistiin yan1 olmaktadir (Yu ve ark., 2007).
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Deneme sayis1 formiilii;
N=2%*k* (k-1)+ Cy
( k; degisken sayis1, Co Merkez nokta sayisidir.)

RSM’nin diger optimizasyon yontemleri Stalikas ve arkadaglar
(2009) caligmasinda vardir. Ferreira ve ark. (2007) analitik metodlarin
optimizasyonuna alternatif bir yontem olarak BBD derlemesinde daha
detayli bilgi bulmaktadir. Ayni1 ¢alismada kromatografik yontemlerde
metodun kullanilmasina 6rnek olarak Turner ve McKenon (2004) SCFE
‘da kastor ¢ekirdeginin doymus yag iceriginin saptanmasi ¢aligmasini
ornek gostermislerdir. Bu optimizasyon yontemi 4 degiskenli olarak
uygulanmistir. Arastirma i¢in gerekli deney sayist dnceden 3 seviyeli
olarak tanimlannus yontemle 3*= 81 iken bu yontemi kullanilarak 27 *ye

disiirilmustiir (Turner ve ark., 2004).

Wang ve arkadaglar1 (2008) yaptiklar1 bir calismada SC-CO,
ekstraksiyonunda optimizasyonu yaparken 3 degiskenli (basing, sicaklik,
yardimct ¢dzgen-ethanol orani), 5 merkez noktali, 17 deneme metodu
kullanmiglardir. Flovanoid verimini gosteren ikinci derece denklemi elde

edip, R? degerini 0.954 bulmuslardir.

Yapilan bir bagka ¢alismada likopen’in SC-CO; ekstraksiyonunda
optimizasyon yapilip, basing, sicaklik, ve zamani degisken olarak
secerek, yardimci ¢ozgen (etanol) orami ve ¢Ozgen debisi sabit
tutulmustur. HPLC analiziyle likopen miktar1 bulunurken, R? degeri 0.97
cikmistir (Huang ve ark., 2008).
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2.6. Ekstre Analiz Yontemleri

Steviozit ve rebaudiozit A‘nin saflik ve dayanikliligini belirlemede
uygun olan pek ¢ok analiz yontemi mevcuttur. Kan’da, iire’de ve gaita’da
(digk1) steviozit ve onun metabolitleri olan steviol ve isosteviol
miktarlarim  belirlemek de miimkiindiir. ilk yontem kolorimetrik
belirleme kullanilmistir. Ardindan hesparadinaz enzimiyle yeni bir
yontem gelistirilmistir. Gaz sivi  kromatografisi (GLC), yliksek
performans sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka kromatografisi
(TLC)/ densimetri kullanilmaktadir. Ticari ekstreler i¢in son yillarda
gelistirilen yeni bir yontemle, kapiller elektroforez (MEKC) kullanarak
analizlenmigtir. Diger yeni bir yaklasimda yakin infrared reflektans
spektroskopisi  kullanarak yapraktaki steviozit analiziyle miktar
saptanmasidir. Bu analiz yontemleri uygulanirken kimyasal bir ayirma
islemi kullanilmamustir. Ornegin, HPLC analiz yonteminde genellikle
karbonhidratlarin analizinde kullanilan Amino (NH») kolonlan ile S.
rebaudiana tath glikozit’lerinin analizi basar1 ile elde edilmistir
(Kinghorn, 2002).

Iki tane kromotografik yontem sik kullanilmis ve her ikiside ters
faz sistemleridir. Bu yontemlerde mobil faz olarak asetonitril-su karigimi
kullanilmustir. Ik yéntemde sabit faz yerine amino gegirilmisken,
digerinde oktadesil silika kullanilmigtir. Ayrica, tayin i¢in siklikla UV
fotometre kullanilmistir. Steviozit’in UV spektrumlart en ¢ok 200 nm
civarinda oldukga yalin olusmustur. Ne yazikki 200 nm’ye yaklastik¢a
asetonitril-su karistminin gradient eliisyonu esnasinda bazi problemler

olusmustur. Amperometrik titresimli tayin daha hassasiyetli oldugu icin
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Onerilmisse de, siitun kolonuna acetonitril-su eliisyonu ile 0,1 M NaOH
cozeltisi eklenmesi gerekmistir. Kiitle spektrometrik tayin UV ile
kiyaslandiginda daha basarili bir secicilik ve daha iyi bir hassasiyet
gosterdiginden tavsiye edilmistir. Elektrospray iyonizasyon ve negatif
iyon dedektorde siklikla uygulanmistir. Gilinlimiizde, siire ayarlamali
kiitle spektrometreli iki boyutlu sivi kromotografisi sivi S. rebaudiana
ekstresine uygulanmaktadir. Bu yontemle, tek kromotografik denemede
bitki matrisinden steviozitle diger tath glikozitler ayrilabilmektedir (Pol

ve ark., 2007).

Vanek ve arkadaslar1 (2001) steviozit analizini yaparken HPLC’de
caligma lineer gradyanti eliisyon profilini, (A) su-asetonitril orani (
75:15) ile baslayip, 30 dakika siire ile de (B) su-asetonitril orani (50:50)
ile bitirmislerdir. Paslanmaz celik kolonla, 205 nm dalgaboyunda, UV
dedektorle, akis hizi olarak 1ml/dakika’da calismiglardir. Diger bir
calisma Jaitak ve arkadaslar1 (2008), Yiiksek Performans Ince Tabaka
Kromotografi yontemini (HPTLC) mobil faz olarak etil asetat-etanol-su
oranlart (80: 20: 12, v/v/v) olan karisimi silika jel iizerine kaplayarak

uygulamislardir.
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Sekil 2.15. S. rebaudiana ekstresinin HPLC kromatogrami; izokratik mobil faz, 210 nm
tayinda (A) steviozite, (B) rebaudiozit C, ve (C) rebaudiozit A (Hearn ve
Subedi, 2009)

Hearn ve Subedi (2009) yaptig1 ¢alismada Yakin infrared Yansima
Spektroskopu  (NIRS) ile  yapraktaki  steviol  glikozitlerin
konsantrasyonlarint arastirmiglardir. Referans metod olarak HPLC
kullanilmistir. HPLC analizinde NH, kolonu, UV dedektor, 1.0 ml/
dakika akis hizi, 10 dakika enjeksiyon uygulamasi, 15 dakika deneme
stiresi ile 210 nm dalga boyunda, saf steviozit ve rebaudiozit
standartlariyla ¢alismiglardir. NIRS’da 1 g 6rnekteki konsantrasyonlar;
steviozit i¢in %64, rebaudiozit A ic¢in % 26 ve rebaudiozit C i¢in %10

olarak bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOTLAR

3.1. Materyaller

3.1.1. Hammadde Temini

S. rebaudiana yapraklar1 Tiirkiye’de ilk kez Antalya ydresinde
yetistirilip  toplatilmistir.  Oda sicakliginda kurutulup gonderilmis
yapraklar , +4°C de soguk odada uygulama anina kadar bekletilmistir.
Warring laboratuar olgekli ogiitiicliyle toz hale getirilmistir (Sekil 3.1).
Calisma siiresince, plastik kilitli torbalarda +4°C’de tutulmustur. Ogiitme

sonucu partikiil boyutu 500 um olmustur.

Sekil 3.1. Ekstraksiyonda kullanilmadan 6nce toz haldeki S. rebaudiana bitkisi
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3.1.2.Kullanilan Kimyasallar

Habas firmasindan %99 saflikta CO, temin edilmistir. HPLC
standartlar1 steviozit ve rebaudiozit A %95 saflikta olup, Herbal Wise
Ltd., Malezya firmasindan temin edilmistir. HPLC saflikta etanol,
asetonitril ve metanol Merck (Almanya) markali kullanilmistir.
Analizlerde ve yardimci ¢ozgen igerisinde kullanilan ultra saf su
Sartorius Arium 611 (Almanya) iinitesinden elde edilmistir. Tablet
yapimu i¢in sitrik asit Drogsan, sodyum bikarbonat ve sodyum benzoat

Horasan Kimya laboratuart tirtinleri kullanilmigtir.

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Siiperkritik Ekstraksiyon Unitesi : Thar SFE 100 sistemi, Ingiltere.
Rotavapor: Heidolph Laborota 4001
Vakum Pompasi: Welch 2511

Cozgen ekstraksivonu mantolu isitici:  Labor Alliance

Ultrasonik Banvo: Ultrasonic LC30
Liyofilizator: Christ-ALPHA 1-4 LD

Tablet Yapma Cihazi: Mikron (manuel)
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3.2. Yontemler

3.2.1. Uygulanan Ekstraksivon Yontemleri

3.2.1.1. Cozgen Ekstraksivonu

(Cozgen ekstraksiyonu, Sekil 3.2’de goriilen 500 ml hacimli soxhlet
ekstraktoriinde  gerceklestirilmistir. ~ Ogiitiilmiis  S.  rebaudiana
yapraklarindan 100 g alinarak, kartuslara yerlestirilip soxhlet’ in igine
yerlestirilmistir. Mevcut sistem 1000 ml ¢ézgen ilavesi ile calistirilip, 2
sifon (yaklagik 100 dakika) yaptiktan sonra durdurulmustur (Markovic ve
ark., 2008). Steviozit ve rebaudiozit A polar yapida bilesenlerdir.
Mantolu 1sitict 100°C’ye ayarlanarak geri sogutucu altinda calisilmistir.
Bu glikoziterin ekstre edilmesi amaglandigindan, GRAS (Generally
Regarded as Safe) statiide yer alan etanol ve su c¢ozgen olarak

kullanilmistir (Hearn ve Subedi, 2008).
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Sekil 3.2. Soxhlet ekstraktorii ile gergeklestirilen S. rebaudiana ¢6zgen ekstraksiyonu

Sekil 3.3’de vakumlu evaporatérde (70°C) ¢Ozgen ugurularak
glikozit igerigi zengin ekstreler elde edilmistir. 140°C’ye kadar olan
sicakliklarda glikozit yapisi degismemektedir (Kroyer, 1999).



64

Sekil 3.3. Vakumlu evaporatérde S. rebaudiana ¢ozgen ekstresi

Ekstreler -80°C’de dondurulup, liyofilize edilmislerdir (Sekil 3.4).
Ayrica, ekstraksiyon sonrasi posalar da oda sicakliginda kurutularak

(Sekil 3.5) HPLC analizleri i¢in saklanmiglardir.

Sekil 3.4. Liyofilize edilmis su ekstresi



Sekil 3.5. Su ekstraksiyonu sonrasi kurutulmus posa

3.2.1.2. Siiperkritik CO, Ekstraksivonu

Ekstraksiyon cihazi asagidaki parcalardan olusmaktadir ;

1- Thar SFE100 ekstraksiyon tinitesi

2- Thar SFE100 kontrol iinitesi (programlama)

3- P-50 Model yiiksek basing pompasi

4- P-50 Model yiiksek basing yardimei ¢dzgen pompast
5- Thar geri basing regiilatorii

6- CN6 Sicaklik kontrol {initesi

7- Termo-Neslab-RTE-10 sogutucu

8- Siemens, Mass 2100-DI 1.5 COx(g) kiitle akis dlger
9- CO, tiipti

10- Seperator (ayirma haznesi)
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11- Yardimer ¢6zgen haznesi
Tim bu parcalardan olusan, siiperkritik  karbondioksit

ekstraksiyonu denemelerinin gerceklestirildigi sistem Sekil 3.6’da

verilmektedir.

10

e

Sekil 3.6. SFE 100, denemelerin gergeklestirildigi sistem.

Ekstraksiyona baslamadan Once, sogutucu acilarak sicakliginin
4°C’ye diismesi beklenmektedir. Bu sirada ekstraktoriin 100 ml ‘lik
haznesi 30 g ogitiilmiis S. rebaudiana yapraklart ile tamamen
doldurulmustur. Ustii kapatilarak vidalar1 sikistirilmistir. Ekstraktdr ve

ayirma haznesinin bosaltma vanalarinin kapali konumda oldugu kontrol
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edilmistir. Sistemin fisi takilarak (3), (4), (5) ve (6) nolu ekipmanlarin
diigmeleri -1- konumunda agik hale getirilmistir. Kontrol {initesinin (2)
devreye girmesi icin bilgisayar ekrami acilip, yazilim programi
calistirilmaktadir (Sekil 3.7). Tez ¢alismasi kapsaminda, sicaklik (40, 60,
80°C), basing (150, 250, 350 bar) ve yardimci ¢ézgen oranmi (0, %10,
%20) optimize edilmistir. Endiistriyel Olgekte ¢dzgen orani %30’un
altinda oldugunda ¢ozgen sarfiyati ekonomik olmaktadir. Bu nedenle,
Choi ve arkadaslarini (2002) calismasindaki degerler géz oniine alinarak,
maksimum deger %20 secilmistir. Box-Bhenken Deneysel Tasarim
programina, her bir parametreye ait, minimum ve maksimum degerler
girildikten sonra programin eslestirilmis oldugu deneysel kosullar
kullanilarak ¢alisilmistir. Kontrol panosu ekranindaki ¢’Method setting’’
diigmesine basilarak secilen bu parametreler girildikten sonra, ’View”’

diigmesiyle girilen degerlerin kontrolii yapilmistir.

Sistemi calistirmadan once ilk olarak CO, tiipii (9) agilmaktadir.
Akis olger’de (8) once yliksek deger olan gazin basinci okunup, tim
sistem gazla dolunca bu deger sifiri gostermektedir. Ardindan, kontrol
iinitesindeki (Sekil 3.7) ¢’Start All ¢ tusuna basilarak sistem
calistirlmaktadir. CO, debisi set edilen akig hizi (15 g/dak) degerine
ulaginca, ekstraktordeki ve pompalarin ¢ikisindaki basinglar yavas yavas
artmaktadir. Kisa bir siire sonra sistemdeki fazla gaz, ayirma haznesinden
sonra yer alan MBPR (5)’nin basinca gore regiilasyon islevi olan
bosaltma vanasindan, kendiliginden periyodik olarak disariya
verilmektedir. Yardimci ¢6zgen kullanilan denemelerde etanol-su
karistmi  (70/30) hazirlanarak yardime1 ¢dzgen haznesinden (11)

belirlenen yilizdelerde sisteme basilmaistir.
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Set edilen sicaklik degerlerine, kontrol {nitesinde kisa bir siire
sonra ulasilmaktadir. Ekstraksiyon esnasinda ya zaman (t) ya da CO;
miktar1 smirlayict faktér olarak karsimiza cikmaktadir. Denemelerde
ekstraksiyon stiresi 60 dak’ya set edilmistir (Choi ve ark., 2002). Sistem
dengeye ulastiktan sonra ekstraksiyon siiresi baslatilmaktadir. Tiiketilen
CO; miktar1t 900 g’da sabit tutularak akis hizinin yaklasik 15 g/dak

olmas1 saglanmustir.

Yarduner Cézgen deposu " T ] asme (| jm Ew m']‘]"]‘
_—— ° 1] I'_ T
I K
basing " s n]-—h'
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] iStatik 1
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Sekil 3.7. Siiperkritik CO, cihazinin kontrol iinitesi (2)

Ekstraksiyon siiresi doldugunda kontrol iinitesindeki ¢’stop all’’
diigmesiyle sistem durdurulur. Akabinde CO, tiipli ve bilgisayar ekrani

kapatilmaktadir. Sistemdeki gaz ekstraktdriin altindaki bosaltma
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vanasindan tahliye edilir. Basing gostergeleri sifir okudugunda, 6rnek
alma vanast agilarak, ekstre aymrma haznesinden (10) alinmaktadir.
Pompalarin elektrik diigmeleri ve sogutucu kapatildiktan sonra,
ekstraktoriin iistii acilarak posa Ornegi disariya alinmaktadir. Her
denemeden sonra sistem temizlenerek, bir sonraki set degerleriyle yeni
denemeye gecilmektedir. Ekstreler 4°C’de saklanirken, posalar oda

sicakliginda kurutulmustur (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Maksimum glikozit veriminin alindig 250 bar, 60°C, %20 yardimc1 ¢6zgen

orani ¢alisma kosullarinda elde edilen posa.
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3.2.2.Yiiksek Basing¢ Sivi Kromatografisi (HPLC) Analizleri

3.2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Hammaddenin analizlenmesi amactyla 100 mg 6giitiilmiis yaprak
tizerine 10 ml metanol eklenerek, sonikatdrde 15 dakika ¢ozlinmiistiir. Bu
islem 4 kez tekrarlanarak, filtrelenmis ve 100 ml lik cam balonlara
aktarilmistir. Ardindan, vakumlu evaporatdrde kurutulmustur. Uzerine 5
ml metanol eklenip, sonikatérde c¢oziildiikten sonra HPLC viallerine
almmustir. Cozgen ya da SC-CO, ekstraksiyonu sonrast posalara da bu

islemler uygulanmistir.

Cozgen ya da SC-CO;, ekstreleri ise 5 mg’t 5 ml metanolde
coziilerek, 0.45 um naylon membrandan (SRP 15, Machery, Almanya)
stiziilmiigtiir. ~ BOylece  ¢oziinmeyen  partikiiller  filtrelenerek

uzaklagtirilmigtir.

3.2.2.2. HPLC-UV islemi

Farkl1 ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen ekstreler ve posalari
HPLC-UV’de asagidaki kosullarda 3 tekrar olarak analizlenmis,

kullanilan sistem Sekil 3.9’da goriilmektedir.

Cihaz : Shimadzu Cihaz1 (Japonya), SCL- 10 A
VP Kontrol tinitesi, SPD-10 Avp UV
dedektor, DGU- 14A Degasser.
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: LC-10 AT VP pompa

: COSMOSIL 5NH,-MS 4.6 mml.

F150mm*Sum (Nacalai Tesque,
Japonya)

: Cozgen A; ultra saf su ve Cozgen B;

asetonitril

: Ortam sicaklig1 (25- 27°C)
: 1 ml/dak

: 20 pl; Rhynodyne manuel enjektor

Tayin dalgaboyu :210 nm
Sartlanma stiresi : 10 dak.
Zaman (dak.) A (%) B (%)
0 20 20
20 80 80
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Sekil 3.9.Ekstrelerin ve posalarin analiz edildigi Shimadzu LC-10 HPLC sistemi

3.2.2.3. Kalibrasvon ve Validasyon

Kalibrasyon grafiginin olusturulmasinda standart stok c¢dzeltiler
metanol’de (3000 pg/ml) hazirlanmistir. Ardindan bu stok ¢dzeltinin
metanolle seyreltilmesiyle 5 farkli derisim olarak hazirlanmistir: 1500
pg/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml, 205 pg/ml, 125 pg/ml. Uger kez analiz
yapilmistir. Elde edilen degerlerin ortalamasi almarak lineer bir
kalibrasyon grafigi ¢izilmis ve miktarlar bu grafik kullanilarak Shimadzu
Class VP 6.10 yazilimi ile gerceklestirilmistir. Tayin limiti (LOD) ve
kuantifikasyon limiti (LOQ) belirlenmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Steviozit ve rebaudiozit A igin validasyon tablosu.

Steviozit Rebaudiozit A
Bekleme siiresi (dak.) 7.10 11.39
Ortalama % RSD Ortalama % RSD
(ng/ml) (ng/ml)
1. Giin (n=4) 2891.29 2.84 1007.42 4.60
2. Giin (n=4) 2984.61 2.07 1089.76 2.30
3.Giin (n=38) 2959.79 2.65 1067.85 2.53
Kesinlik (%) - 103.7
Kalibrasyon Formiiliiniin; g~ 0.000139367 0.000131131
(y=ax)
LOQ (pg/ml) 3.98 3.98
LOD (pg/ml) 1.19 1.19
Dogruluk araligt 3000 -50 3000- 50
(ng/ml)
Tek —Yonli ANOVA 0.505 0.618
(0=0.05)

Bu 6rnek hazirlama metodunun giivenilirliginin test edilmesi i¢in
bir seri deneme yapilmistir. Metodun farkli giinlerde ayn1 sonucu verip
vermedigini tespit etmek i¢in {i¢ ayr1 giinde: 1. giin 4 , 2. giin 3 ve 3. giin
4 parca olarak 11 drnek degerlendirilmistir. Tekrarlanabilirlik denemeleri
tek yonlit ANOVA testi ile steviozit ve rebaudiozit A {izerinde SPSS 15.0
programi kullanilarak sianmustir. Steviozit i¢in F= 0.505, rebaudiozit A

icin F= 0.618 olarak belirlenmistir. %99.5 dogruluk i¢in ilgili F tablosu
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siir degerleri 4.46 oldugundan ve bulunan degerler bu degerin altinda

oldugundan metodun farkl giinlerde ayni sonucu verdigi belirlenmistir.

HPLC metodunun yaprak ornekleri i¢indeki tiim maddeleri ekstre
ettigini dogrulamak (kesinlik) i¢in 100 mg kurutulmus yaprak {izerine 6
mg rebaudiozit A standardi eklenmistir. Yapilan analiz sonunda eklenen
maddenin  %103.7 oraninda ekstre edildigi saptanmistir. HPLC
metoduyla, bu degerde tiim maddeleri yeteri kadar ekstre ettigini
gostermistir. Tekrarlanabilirlik denemeleri farkli gilinlerde yapildigi ve
tek yonli ANOVA testi sonuglarinda farklilik olmamasi metodun

giivenilirligini gostermistir.

3.2.3. Box-Behnken Metodu ile Optimizasyon

Design Expert yaziliminin Yiizey Yanit Metodolojisi (RSM)
deneysel tasarim yoOnteminin uygulamalarindan biri olan Box-Bhenken
deneysel tasarimi (BBD) kullanilarak ekstraksiyon verimleri iizerine
bagimsiz degiskenlerin birbirleriyle etkilesiminin gozlenmesi miimkiin
olmaktadir. Bu calismada ii¢ bagimsiz degiskenli, BBD kullanilmustir.
Bagimsiz degiskenler, sicaklik, basing, yardimci ¢dzgen (etanol-su) orani
olarak belirlenmistir. Ekstraksiyondaki diger degiskenler segilen
degerlerde sabit tutulmustur. Bunlar kurutulmus yaprak miktar1 (g),
cozgen (CO,) debisi, ekstraksiyon siiresi, etanoliin i¢indeki su
yiizdesi’dir. Kodlanmig ve kodlanmamis bagimsiz degiskenlerin degerleri
Cizelge 3.3 ‘de verilmistir. Ug¢ bagimsiz degiskenli ¢alisilarak, 3 merkez
nokta se¢ildiginde, BBD matrix programu ile 15 deneyden olusan deneme

deseni elde edilmistir (Sekil 3.10). Hammadde kisithh yada pahali
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oldugunda merkez nokta sayisi en az 1 secilmekte, genelde 5 secilerek

daha fazla deneme yapilmaktadir. Bu se¢imi yaparken elimizdeki S.

rebaudiana miktar1 gézoniine alinmistir ve 3 denemede karar kilinmustir.

Merkez noktalarinin eklenmesi islemin tutarliligini arttirmistir. Steviozit

ve rebaudiozit A verimleri bagimli (response 1, 2) degiskenlerimiz

olmustur. HPLC sonuglar1 hesaplanip, bu siitunlara yazilmistir (Sekil

3.10).
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Sekil 3.10. BBD programu tarafindan 15 denemenin segilen degiskenler sayfasi.
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3.2.4.Ekstrelerden Efervesan Tablet Yapimi

Efervesan ozellik icin 15 mg sitrik asit ve baz olarak 40 mg
sodyumbikarbonat 105°C etiivde eritilerek karistirilmistir. 50- 60°C de
kurutulup, 3 no’lu elekten elenmistir. Bu karisima, 30 mg S. rebaudiana
ekstresi (www.wisdomnaturalbrands.com, 2009), dagitici ve kaydirici
maddelerde eklenip, iyice karistirilmistir. 10 mg sodyumbikarbonat
dagitici, tablet siviya eklendiginde seklin dagilmasini saglamustir.
Kaydirict (5 mg) Sekil 3.11°deki tablet basma cihazina tabletin
yapismamast i¢in eklenmektedir. Toplamda tablet agirligi 100 mg olarak
ayarlanmigtir. SC-CO, ekstresi, su ekstresi ile hazirlanmis tabletler ve
kiyaslamak i¢in piyasadan elde edilmis olan Huxol Zum Siissen
(Nutrisun GmbH & Co KG, Almanya) tabletler kullanilmistir. Sakkarin
tabletin agirligi 59 mg oOlgiilmiistiir. Tabletlerin 50 ml ¢esme suyunda,
oda sicakliginda ¢oziinmesi beklenip, licer tablet ile deneme yapilmistir.

Hazirlanmis efervesan tabletler Sekil 3.12 ’de verilmektedir.
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Sekil 3.11. Mikron manuel tablet makinasi

(2) (b)

Sekil 3.12. Basilmis tabletler (a) SC-CO, ekstresi, (b) su ekstresi.
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4. BULGULAR

4.1. S. rebaudiana Yapraklarinmin HPLC Analiz Sonug¢lar

Tirkiye’de Antalya’da plantasyonu yapilan S. rebaudiana
yapraklarinin HPLC analizi sonuclarina gore, bitki %13 steviozit ve %5.6
rebaudiozit A icermektedir. Bitkiye ait kromatogram Sekil 4.1°‘de

goriilmektedir.

. m Abs

Sekil 4.1. .S. rebaudiana HPLC kromatogrami

Ulkemizde yetisen bitki yapraklarmin, steviozit ve rebaudiozit A

iceriginin Kanada, Japonya, Paraguay, Cin, Giiney Kore, Ukrayna ve
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Rusya’da yetisen yapraklardan yiiksek oldugu tespit edilmistir. En

yiiksek steviozit igerigi ise %15.5 ile Vietnam’da yetisen yapraklardan

elde edilmistir (Cizelge 4.1) (Kovylyaeva ve ark., 2007).

Cizelge 4.1.. S. rebaudiana yapraklarinin yetistigi iilkeye gore steviozit ve rebaudiozit

A igerikleri (Kovylyaeva ve ark., 2007)

Yetistigi Ulke steviosit% rebaudiosit A%
(100 g kuru yaprakta) (100 g kuru yaprakta)

Rusya 5.8 1.2
Ukrayna 4.8 1.3
Glney Kore 5.5 2.5

Cin 6.6 3.7
Paraguay 4.6-9.1 1.9-3.8
Japonya 7.7 1.9
Kanada 5 0.3
Vietnam 15.5 3.8
Tarkiye 13 5.6

4.2. Cozgen Ekstraksiyonu ile Elde Edilen Ekstrelerde HPLC

Analiz Sonuglan

Su ekstresinin 41.96 mg/g steviozit ve 22.53 mg/g rebaudiozit A

icerdigi  tespit

edilmistir  (Sekil  4.2).

Diger yandan etanol

ekstraksiyonunda bu glikozidler sirasiyla 33.76 mg/g ve 14.84 mg/g

olarak bulunmustur (Sekil 4.3).
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Elde edilen ekstreler Efervesan tablet haline getirildikten sonra ne
kadar silirede suda c¢oziindiikleri tespit edilmistir. Coziinme siiresi 4

dakika olup, Sekil 4.4.’de gosterilmektedir.

(b)

Sekil 4.4. Su ekstresinin, tablet ilk atildiginda (a) ve eridigindeki (b) goriintiileri

4.3. Siiperkritik CO; Ekstraksiyonu ile Elde Edilen Ekstrelerde
HPLC Analiz Sonuc¢larn

SC-CO, ekstraksiyonu denemelerinin HPLC sonuglar1 Cizelge
4.2‘de verilmektedir. En yiiksek verim 250 bar, 80°C, %20 yardimc1

¢Ozgen orant calisma kosullarinda 41.1 mg/g steviozit ve 18.8 mg/g
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rebaudiozit A olarak bulunmustur. Bu denemenin ekstre ve posa’sinin

HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.5 ve 4.6’da goriilmektedir.
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Sekil 4.5. En yiiksek verimli deneme ekstresinin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.6. .En yiiksek verimli deneme posasinin HPLC kromatogrami
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Ekstreden ¢ikan sonuglar, posada bulunan ve S. rebaudiana’nin
kromatogram sonuglarindan c¢ikarilarak elde edilmis degerlerle birbirine
yakin bulunmustur. BBD sonuclarma gore, optimum ekstraksiyon
kosullar1 211 bar, 80°C, %17.4 yardimc1 ¢ozgen orani olarak belirlenmis
ve bu kosullar altinda 36.66 mg/g steviozit ve 17.79 mg/g rebaudiozit A

elde edilmesi ongoriilmiistiir.

Ik olarak Liu ve arkadaslar1 (1997) S. rebaudiana yapraklarmin
stiperkritik ekstraksiyonunu ¢alisirken, metanolii yardimci ¢6zgen olarak
kullanmiglardir. Yiiksek ekstraksiyon verimi elde ettikleri belirtilmisse de
bu tez calismasinda, yardimci ¢dzgen olarak etanol secilmistir. GRAS
statlisiinde gilivenli olarak yer alan etanol suyla (70:30) karistirilarak
kullanmilmustir. S. rebaudiana glikozitleri polar bir yapidayken, CO,’in
apolar yapisina yardimer ¢ozgen eklenmesi verimi arttirmigtir. 'Yardimei
¢Ozgensiz yapilan denemelerde en cok 8 mg/g steviozit ve Smg/g

rebaudiozit A elde edilmistir.

SC-CO, ekstrelerinden elde edilen efervesan tabletlerin erimesi
esnasindaki goriintiisii Sekil 4.7. ‘de verilmis olup, erime siiresi 4 dakika

olarak kaydedilmistir.
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(©)

Sekil 4.7. SCFE ekstresi tablet ilk atildiginda (a), erirken (b) tamamen eridikten sonraki

goriintiileri (c).

4.4. Box-Behnken Metodu ile Optimizasyon

Cizelge 3.3 olustuktan sonra, kodlanmis bagimsiz degiskenlerin bir
fonksiyonu elde edilmistir. Steviozit’in (Y1) ve rebaudiozit A’nin, (Y2)

ekstraksiyon verimini (mg/g kuru S. rebaudiana yapraklari) agiklamak
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icin program tarafindan olusturulan ikinci dereceden ¢ok terimli denklem
degiskenlerinin Oniindeki katsayilar Sekil 3.10’da goriilen ¢’ Analysis”’
sekmesinde ANOVA bdliimiinde yer almaktadir. Ayni yerde bulunan
“Diagnostics’> boliimiinde deney sonuglariyla elde edilmis egri

goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Kodlanmis ve kodlanmamis bagimsiz degiskenlerin degerleri, bagimli
degiskenler steviozit ve rebaudiozit A verimleri mg/g S. rebaudiana (Box-
Bhenken/Design/Actual).

Deney A B C Basing  Sicaklik Y.cézgen Steviozit Rebaudiozit A
no. (Basing) (Sicakhik)( Y.¢c6z. Kons.) (bar) (°C) Kons. (%)verim(mg/g)verim (mg/g)
1 0 -1 1 250 40 20 15.61 10.40
2 1 0 -1 350 60 0 0.73 4.82
3 1 1 0 350 80 10 17.89 10.74
4 -1 0 1 150 60 20 13.86 7.39
5 0 0 0 250 60 10 21.96 15.02
6 0 0 0 250 60 10 20.22 14.14
7 0 1 -1 250 80 0 8.3 5.13
8 -1 -1 0 150 40 10 19.78 13.81
9 1 0 1 350 60 20 15.50 9.15
10 -1 0 -1 150 60 0 0.32 2.11
11 0 1 1 250 80 20 41.1 18.8
12 -1 1 0 150 80 10 27.68 15.16
13 1 -1 0 350 40 10 19.24 11.28
14 0 -1 -1 250 40 0 2.52 3.19
15 0 0 0 250 60 10 21.35 13.78

Her iki glikozit’in de denklemleri asagida olup, A, B, C kodlanmis
degiskenleri sirasiyla basing, sicaklik ve yardimci ¢ozgen oranim

gostermektedir:

4 (ﬁ) = 213219 4 0.28868 =4 - 1.10856 = F 4 115629 = C - 0.000466 = 4°
]

+ 0011564 = B* - 0089196 =C* — 0.001156 =4 =B + 0.00031= 4= C
+ 00246455 =C
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g

1 %} = -655813 4 013013 %4 — 016700 = B + 123958 # ¢ — 0.000228+ A°

+ 0.00179 = B* — 0.056492 = C* — 0.00024% A= B — 0.00075= A= C
+ 000808 =F = ¢

Cizelge 4.3.Y;, Y, ikinci derece denklem modelleri i¢in varyans analizi (Box-

Bhenken/Analyses/ANOVA)

Kaynak Kareler d.f.* Ortalama F- Olasilik
Toplami Kareleri  degeri (P)>F

a) Steviosid igin

Model 1463.58 9 162.62 5.99 0.0315

Artik deger 135.73 5 27.15

Uygunsuzluk 134.17 3 44.72 57.38 0.0172

Saf hata 1.56 2 0.78

Genel toplam 1599.31 14

R® 0.915

R?adj 0.762

b) Rebaudiosid A

Model 300.75 9 33.42 4.95 0.0465

Artik deger 33.77 5 6.75

Uygunsuzluk 32.95 3 10.98 26.99 0.0359

Saf hata 0.81 2 0.41

Genel Toplam 334.51 14

R® 0.899

R?adj 0.717

*d.f: degrees of freedom

Varyans analizi (ANOVA) (Cizelge 4.3) modeldeki F ve olasilik

(probabilite) degerlerinin tamamen Onemlilik diizeyi

(significant)

oldugunu gostermistir. Denklem olarak olusturulan modelin HPLC

sonuglarma uydugu, R® olarak belirtilen katsay1 degerlerine (0.9151 ve
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0.899’a) gore kontrol edilmistir. Bu sonuglar ekstraksiyon verimlerinin
model ve deneysel degerleri arasinda iyi bir uyum oldugunu gostermistir.
R degeri (0.95), 1’e ne kadar yakinsa deneysel ve tahmin edilmis degerler
arasinda korelasyon o kadar iyi olmaktadir. Y; modelinin
p= 0.0315< 0.05 ve Y2 modelinin p= 0.0465< 0.05 degerleri 6nemlilik
diizeyi yeterli bulunmustur. Bu da bize, degiskenlerin herhangi bir
kombinasyonuna gore deneme yapilsa tahmini verimi bulmak i¢in yeterli

bir model denklemi olusturuldugunu gostermistir.

Sicaklik ve etanol konsantrasyonu olasilik degerleri < 0.1 olmasi,
bu degiskenlerin onemlilik diizeyinin anlamli oldugunu gostermistir.
Buna karsin basing olasilik degeri 0.5985> 0.1 Design expert yazilimina
gore Onemlilik diizeyi yeterli bulunmamistir. Bunun sonucunda
steviozit’in ekstraksiyon verimi sicaklik ve etanol konsantrasyonundaki
kiigiik degismelerden dahi etkilenmistir. Sekil 4.8 (a) sicaklik ve basincin
farkli kombinasyonlardaki ii¢ boyutlu (3D) (b) yatay etkilerini
gostermektedir. Basincin  200-300 bar arasinda, 80°C sicakliklara
cikildiginda ekstraksiyon veriminin maksimum noktaya ulastig

gorilmiistiir.

Her iki sekilden de verim iizerine sicaklik artisinin daha fazla
etkisi, kirmizi bolgelerin genislemesiyle goriilmistir. Kati madde
¢oziinlirliigiine sicakligin  bu etkisinin iki sonucu vardir. Kati
buharlagsmasinin artmasi ve ¢oziicli yogunlugunun diismesidir (Martinez,
2007). Yogunluk etkisinin en etkili oldugu literatiirde belirtilmis,
glikozit’lerin siiperkritik fazdaki ¢oziiniirliigii daha yiiksek sicakliklarda
diismektedir. Sicaklik artistyla buhar basinci artmis ve buna paralel
olarak glikozit ekstraksiyon verimi de artmistir. CO, ‘yi tamamlayan

etanol’iin ¢oziinme giicii yogunlugun diismesiyle diigmektedir. Yogunluk
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etkisi lizerine buhar basincinin kuvvetli etkisi nedeniyle, sicakligin
yiikseltilmesi ekstraksiyon hizini arttirmaktadir. Sekil 4.8 (b)‘de basincin
kavis yaptig1 degerin 250 bar civarinda yer almasi, optimum basincin bu

bolgede oldugu seklinde yorumlanmaktadir.

(a)
Design-Expert® Software
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(b)

Design-Expert® Software Steviozit verimi (m g/g)
Steviozit verimi (mg/g)
|:| 411

0.32
X1 = A: Basing (bar)
X2 = B: Sicalik(C)

Actual Factor
C: Y. Gozgen Orani (%) = 17.

SicaklikTC)

17.4378

150.00 200.00 250.00 300.00 350.00

Basing (bar)

Sekil 4.8. Steviozit verimine (mg/g S. rebaudiana) sicaklik (°C) ve basincin (bar) farkli
kombinasyonlardaki (a) 3D, (b) yatay etkilerini gostermektedir. Yardime1 ¢ozgen
oran1 optimum degerinde (%17.4) sabit tutulmustur.

Yardimer ¢ozgen ve basincin etkilesimine (Sekil 4.9) baktigimizda
%15’in istiinde yardimc1 ¢ozgen oraninda yiiksek ekstraksiyon
verimlerine ulasildig1 goriilmektedir. En yiliksek verim yardimci ¢ézgen
oran1 %20°de, 300 bar’in altinda tiim basinglarda kirmizi bolge elde
edilmistir. Ozmatik genisleme ve i¢ kristallenme yoluyla polar yardimci
cozgenler  bitkinin  hiicresel  matrisinin  yapisindaki  degisimi
desteklemektedir. Ekstrakte edilen bilesenler ile matris arasindaki polar
etkilesimi bozarak matrisin baglar1 koparilir. Ekstrakte edilen bilesenler

serbest hale gelir, kiitle transferiyle siiperkritik ¢Ozgene geger ve
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ekstraktorden uzaklasir (Bijorklund ve ark., 1998). Bu calismada
maksimum ekstraksiyon verimi %20 yardimci ¢ozgen oraninda elde

edilmistir.

Yardimc1 ¢ozgen orant sicaklik iliskisinin gosterildigi Sekil 4.10 iki
boyutlu resimde daha net anlagilmaktadir. 31 mg/g verimin iistiine ¢ikilan
yiiksek verim kusagi sicakligin 75-80°C araligina ve %10 yardime1
¢Ozgen oraninin gecildigi bolgede yer almaktadir. Sicaklik sag tarafta

yiiksek oldugundan kirmizi bolge seklin saginda ¢ikmustir.

a)
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Steviozit verimi (mg/g)
411

0.32
42

X1 = A: Basing (bar)
X2=C:Y.Cdzgen Orani (%

w
e
N
a

Actual Factor
B: Sicakik (C) = 80.00

SRS
ISR
SRS

RN

S ik

ARt

ki X

B T R T T

R AR

AN NS
SRR, AANAUNNANARNNRA Y
Rt
T T R T
N

N
AANAATARIRIRY
ittt
3 SSRTINY ST
9.75 B A TR
: OB RN
ANNANAANNNY

Steviozit verimi (mg/g¥

20.00

10.00

5.00

Y. Cdzgen orani% 20000 Basing (bar)

0.00 150.00



b)

91

Design-Expert® Software Steviozt verimi (mg/g)
‘ _

Steviozit verimi (mg/g)
o Design Points

I41.1
0.32 15.00

X1= A: Basing (bar) BN
X2=C:Y.Goézgen Orani (%) §
o

Actual Factor $ 100
B: SicaKik (C) = 80.00 9
&
>

5.00

0.00
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Basing (bar)

Sekil 4.9. Steviozit verimine (mg/g S. rebaudiana) yardimei ¢ozgen orani ve basincin

(bar) farkli kombinasyonlardaki (a) 3D, (b) yatay etkilerini géstermektedir. Sicaklik

optimum degeri olan 80 °C’de sabit tutulmustur.

Design-Expert® Software
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b)

Design-Expert® Software Steviozit verimi (mg/g)
i ]

/

Steviozit verimi (mg/g)
411
0.32 19.7279
X1 = B: SicaKik (C) 18.00
X2=C:Y.Cozgen Orani (%)

Actual Factor
A: Basing (bar) = 211.00
10.00

Y. Cozgen orani%

5.00

40.00 50.00 60.00 70.00 80.00

Sicaklik (C)

Sekil 4.10. Steviozit verimine (mg/g S. rebaudiana) yardimci ¢6zgen orani ve
sicakligin (°C ) farkli kombinasyonlardaki (a) 3D, (b) yatay etkilerini gostermektedir.
Basing optimum degerde 211 bar’da sabit tutulmustur.

Rebaudiozit A verimi sonuglarina baktigimizda elde edilen
sekillerin banzerligi goriilmektedir. Sicaklik ve basing olasilik degerleri >
0.1 bulunup, 6nemlilik diizeyi yeterli ¢ikmamistir. Buna karsin yardimci
¢Ozgen orani olasilik degeri 0.0068 (p< 0.05) kayda deger goriilmektedir.
Buda ekstraksiyon veriminin yardimcit ¢dzgen oranindan ¢ok
etkilendigini ya da bu oramin en etkili parametre oldugunu ifade
etmektedir. Sekil 4.11°de 200-250 bar basing araliginda 70°C’nin iistiinde
verim yiikselmektedir. Tim basinglarda birbirine yakin verimler

gozlenmesi basing etkisinin azligini ifade etmektedir.
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Yardimer ¢ézgen basing iligkisinde ise en yiiksek peak noktasi 250
bar civarinda ve %10 yardimci ¢ozgen oraninda goriilmektedir. Bu
oranin steviozit i¢in elde edilmis orandan (Sekil 4.12) daha diisiik olmasi,
rebaudiozit A’nin daha Once ekstraksiyonunun tamamlanacagini
gostermektedir. Bu oran arttirildik¢a iirlinlin steviozit miktarinda artig

saglanmaktadir.

a)

Design-Expert® Software
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b)
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Sekil 4.11. Rebaudiozit A verimine (mg/g S. rebaudiana) sicaklik (°C ) ve basincin

(bar) farkli kombinasyonlardaki (a) 3D, (b) yatay etkilerini gdstermektedir. Yardime1

¢Ozgen oran1 optimum (%17.4) sabit tutulmustur.
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Design-Expert® Software
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Sekil 4.12. Rebaudiozit A verimine (mg/g S. rebaudiana) yardimci ¢6zgen orani ve

basincin (bar) farkli kombinasyonlardaki (a) 3D, (b) yatay etkilerini gostermektedir.

a)

Sicaklik optimum degeri olan 80°C’de sabit tutulmustur.
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b)
Design-Expert® Software Rebaudiozit Averimi (mg/g)
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Sekild.13. Rebaudiozit A verimine (mg/g S. rebaudiana) yardimci ¢ézgen orani ve
sicaklik farkli kombinasyonlardaki (a) 3D, (b) yatay etkilerini gostermektedir. Basing

optimum degerinde (211 bar) sabitlenmistir.

Sekil 4.13°de yardime1 ¢ozgen ve sicaklik etkilesimi goriilmekte
olup, yardimci ¢dzgen oranint %10-20 arasinda tutugumuzda 70°C’nin
iistlinde caligilirsa, verimin 15.75 mg/g’in {izerinde bir deger olacag:
goriilmektedir. En yiiksek verimler (31 mg/g) 75-80°C’arasinda elde
edilmistir. CO, polar olmayan yapida oldugundan, ayirma isleminde
sicaklik etkisiyle herhangi bir secicilik gostermemektedir. Glikozit
cozlinlirliiligiinii arttirmak icin polar yardimer ¢ozgen karigimi olan

etanol-su karigiminin %10 oranin‘in iistiinde eklenmesi gerekmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada, optimize edilmis bir SC-CO, ekstraksiyon metodu
gelistirmek icin basing, sicaklik ve yardimci ¢dzgen orani etkileri
degerlendirilmistir. Sonuglar sicaklik ve yardimci ¢dzgen oranmin S.
rebaudiana bitkisinin yapraklarinda en ¢ok bulunan glikozid
bilesenlerinin ekstraksiyon verimi iizerinde daha etkili oldugunu, buna
karsin basincin nispeten daha az bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.
Su ekstraksiyonu ve SC-CO; ekstraksiyonuyla elde edilen steviozit ve
rebaudiozit A miktarlari benzer degerlerde bulunmustur. Etanol
ekstraksiyonu ile elde edilen verimlerin ise bu degerlerin altinda kaldig1
gozlemlenmistir. Endiistriyel Olgekte suyu ucurmanin yiiksek enerji
maliyetleri diisiiniildiiglinde SC-CO, ekstraksiyonu alternatif bir yontem

olarak degerlendirilmektedir.

Yoda ve arkadaslar1 (2003) bu konuda yaptiklar1 ¢aligmada %5.5
su’yu yardimcr ¢ozgen olarak kullanirken, 250 bar, 16°C‘de 4 saatlik
ekstraksiyonun sonucunda %17.9 steviozit ve %13.2 rebaudiozit A
verimi elde etmislerdir. Yapilan bu tez ¢aligmasinda ise 1 saatte % 28.2
steviozit ve %32 rebaudiozit A verimlerine ulasilarak literatiir
degerlerinin iizerinde sonuglar elde edilmistir. Suyun polaritesi en yiiksek
yardimct  ¢ozgen olusunuda g6z Oniline aldigimizda Yoda ve
arkadaslarinin (2003) buldugu sonuglarin diisiik olmasinin nedeni, basing
ve yardimci ¢dzgen oranlari benzer iken, sicaklifin diisiik olmasiyla

aciklanmustir.
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Diger bir calismada Choi ve arkadaslar1 (2002) SCFE ve metanol
ekstraksiyonu uygulamasinda sicaklik ve basingtaki artisin steviozit
verimi iizerine etkisinin diisiik oldugunu belirtmislerdir. Yapilan bu tez
calismasinda, sicaklik ve yardimci ¢ézgen oraninin etkili oldugu agikca
ispatlanmistir. Buna karsin, basincin etkisinin diisiik oldugu saptanmustir.

Steviozit degerlerini 3.56 mg/g ve 2.36 mg/g bulduklar1 belirtilmistir.

Bu tezde SCF ve soxhlet ekstraksiyonuyla bulunan degerler

Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1. En yiiksek sonuglarin elde edildigi deneme (250 bar, 80 °C, %20 yardimc1

¢Ozgen orani), su ve etanol ekstraksiyonu verimleri

Ekstredeki | ' | Esktredeki | Rebaudiosit A
Steviosit -, . | Rebaudiosit A| Ekst. ylizdesi
ylizdesi °
DENEME (mglg) (%) (mglg) (%)
SCFE 41.10 31.65 18.80 33.80
Su ekstrksiyonu. 41.96 32.31 22.53 40.52
Etanol ekstraksiyonu. 33.76 26 14.84 26.68

Pol ve ark. (2007) yaymlamis olduklar1 arastirmada katidan
oziitleme isleminde su yerine etanol kullanildiginda, ¢6zgen ekstraksiyon
basamaginin daha hizli yapilabildigi vurgulanmistir. Calismamizda
¢Ozgen ekstraksiyonu dncesi bir islem uygulanmamus, su ile ekstraksiyon
sonucunda %32.2 steviozit, %40.5 rebaudiozit A elde edilmistir. Buna
karsin, etanolle ekstraksiyonda sadece %26.0 steviozit ve 9%26.7
rebaudiozit A elde edilmistir. Ekstrelerin 1 L’lik sivi karigim halinden

kat1 hale gelmesi i¢in bir seri iglem uygulanmigtir. Tablet haline
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gelmeden Once vakumda buharlastirma ve ardindan ekstrede hi¢ ¢ozgen

kalintis1 kalmamasi i¢in liyofilizasyonla kurutma son basamak olmustur.

Sekil 5.1. Sakkarin tablet ilk atildiginda (a), erirken (b), tamamen eridikten sonraki (c)

goriintiileri

Tablet haline getirilen {iriinlerin suda ¢oziinme siiresi 4 dakika iken

piyasada satilan Huxol Zum Siissen markali sakkarin diyabet ve diyet
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sekeri iirliniiniin suda ¢oziinmesi 7 dakika stirmiistiir ve Sekil 5.1°de
S. rebaudiana ekstresinden hazirlanan tabletlerle benzer sekilde eridigi

gosterilmektedir.

Pasquel ve arkadaslarimin (2000) yaptigi ¢alismada ¢6zgen
ekstraksiyonundaki iirlinde steviozit miktar1 rebaudiozit A’dan fazla
oldugunda {iriiniin tadinin acims1 oldugu, bu nedenle alkolsiiz i¢ceceklerde
kullanilamadig1 belirtilmistir. Bu acimsi tadin giderilmesi amaciyla
SCFE teknolojisi denenmis ve iiriinde rebaudiozit A miktar1 daha fazla
bulunup, tadda diizelme oldugu goriilmiistiir. Bunun ardindan Yoda ve
arkadaslar (2003) SCFE uygulamasini kiitle transferi agisindan
incelemigler, ve de Choi ve arkadaslar1 da (2002) kromatografik analiz
yapmiglardir. Sistematik bir optimizasyon ¢alismasina literatiirde

rastlanamamustir.

Bu tez ¢alismasinda 300 bar’in iistiinde basincin etkisinin olmadigi
sonucuna varilmistir. Bulgularimizdan yola ¢ikarak, diger iki degisken
optimumda tutularak degisik basinglarda glikozit konsantrasyonlarini
tahmin etmek elde edilen matematik modeliyle miimkiindiir. Ayrica,
basincin 100 bar’dan 200 bar’a yiikseltildiginde, toplam glikozit miktari
45.13den 54.26 mg/g’a cikmaktadir. Ustelik bu ekstre edilebilen toplam
glikozit miktarinin, 250 bar’daki miktaria (53.61 mg/g) benzer bir deger
elde edilmektedir. Fakat bunun aksine, diger bilesenlerin seyrelme

etkisindeki degisim nedeniyle 350 bar’da (41.92 mg/g) diisiis olmaktadir.

Bu g¢aligmada, {iretim parametreleri optimize edilerek, S.

rebaudiana bitkisinden kalorisiz, ¢6zgen kalintist igermeyen diyet ya da
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diyabet sekeri {Uretiminin laboratuar oOlgeginde miimkiin oldugu
gosterilmigtir. Sicaklik ve yardimci ¢ozgen oraninin ekstraksiyon verimi
tizerine ¢ok etkisi oldugu saptanmistir. Basincin ise 300 bar’dan sonra bir
etkisi olmamustir. Basincin etkisinin az oldugu, steviozite ve rebaudiozit
A ekstraksiyon verimi 150 bar, 60 °C ve %20 yardime1 ¢ozgen oraninda
13.86 ve 7.39 mg/g bulunurken, 350 bar’da diger degiskenler sabit
tutuldugunda 15.50 ve 9.15 mg/g bulunmasiyla goriilmektedir.

Arzu edilmeyen ve tada zarar verici bilesenler igermeyen bu
yontemle {irlin tablet haline getirilmis, piyasadaki sakkarin tabletten daha
hizli ¢oziinmiis, agizda gilizel bir tad birakmistir. Sonug olarak, gida
maddeleri ve iceceklerde kabul edilir bir kalitede ticari bir uygulama
potansiyeli mevcuttur. Olgek biiyiitmeye gidilmesi durumunda kisa bir
adaptasyon siireci sonunda istenilen sonuca ulasilabilecektir. SCFE un
tesis maliyeti ¢ozgen ekstraksiyonundan fazla olmakla birlikte isletme
maliyeti diistiktiir. Cozgen ekstraksiyonunda en yiiksek verimi veren
kuvvetli bir polar ¢dziicli olan sudur. Suyun ekstreden uzaklastirilmasi
icin buharlastiricilar kullanilan sanayi Olcekli tesislerde enerji maliyeti
cok yiiksektir. Maliyeti yiiksek ve saflilik degeri 6nemli olan iiriinlerde
SCFE yoOnteminin uygulanmasi ¢dzgen kalintist igermediginden daha

sagliklidir.
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E-1 Malzeme Giivenlik Veri Listesi (http://www.Sciencelab.com, 2009).

Vhterial Safety Data Sheet
Stevia Liquid, 15% Fxtract MSDS

Section 1: Chemical Product and Company Identification

Product Name: ~ Stevia Liquid, 15% Extract Contact Information:

Catalog Codes:  SLS2602 Sciencelab.com Inc.
14025 Smith Rd.

CAS#%: Mixture, Houston, Texas 773%

US Sales:  1-800-901-7247

RIBCS: Not appliceble Interrational Sales:  1-2814414400

TSCA: TSCA&(b) inventory: Water Order Online:  Sciencelab.conr
Qi Not available. CHEMIREC (24HR Enmergency Telephone), call:
1-800-424-9300

Synonynx  Stevia Liquid, 15%Extract
International CHEMIREC, call:  1-703-527-3887
Chemical Name:  Not applicable.

For non-emergency assistance, call: 1-281-441-4400
Chemical Formula:  Not applicable.

Section 2: Composition and Informmtion on Ingredients
Conposition:
Name CAS#%%by Weight
Water 7732-18-5
Steviosice 15

Toxicological Data on Ingredients: Stevioside LD50: Not available. LC30: Not available.

Section 3: Hazards Identification
Potential Acute Health Effects:  Slightly hazardous in case of skin contact (irritant), of eye contact (irritant), of ingestion.
Potential Chronic Health Effects:
CARCINOGENIC EFFECTS: Not available.
MUTAGENIC EFFECTS: Not available.

TERATOGENIC EFFECTS: Not available.
DEVELOPMENTAL TOXICITY: Not available.

Section 4: First Aid IVeasures

Eye Contact:
(Check for and rermove any contact lenses. In case of contact, immediately flush eyes with plenty of water for at
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least 15 minutes. Cold water may be used. Get medical attention if irritation occurs.

Skin Contact:

‘Wash with soap and water. Cover the irritated skin with an emollient. Get medical attention if irritation develops.
Cold water may be used.

Serious Skin Contact: ~ Not available.

Inhalation:

If inhaled, remove to fresh air. If not breathing, give artificial respiration. If breathing is difficult, give oxygen. Get
medical attention.

Serious Inhalation: ~ Not available.

Ingestion:

Do NOT induce vomiting unless directed to do so by medical personnel. Never give anything by mouth to an
unconscious person. If large quantities of this material are swallowed, call a physician immediately. Loosen tight

clothing such as a collar, tie, belt or waistband.

Serious Ingestion: ~ Not available.

Section 5: Fire and Explosion Data
Flammability of the Product: ~ Non-flammable.
Auto-Ignition Temperature: ~ Not applicable.
Flash Points:  Not applicable.

Flammable Limits:  Not applicable.

Products of Combustion: Not available.
Fire Hazards in Presence of Various Substances: Not applicable.
Explosion Hazards in Presence of Various Substances: Non-explosive in presence of open flames and sparks, of shocks.

Fire Fighting Media and Instructions: Not applicable.
Special Remarks on Fire Hazards: Not available.

Special Remarks on Explosion Hazards: Not available.

Section 6: Accidental Release Measures
Small Spill:
Dilute with water and mop up, or absorb with an inert dry material and place in an appropriate waste disposal

container. Finish cleaning by spreading water on the contaminated surface and dispose of according to local and
regional authority requirements.

Large Spill:

Absorb with an inert material and put the spilled material in an appropriate waste disposal. Finish cleaning by
spreading water on the contaminated surface and allow to evacuate through the sanitary system.

Section 7: Handling and Storage
Precautions:  No specific safety phrase has been found applicable for this product.

Qtarace: Keen container tichtlv claced Keen cantainer in a canl well-ventilated area N not ctare ahave 25°C (77°F)
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Section 8: Exposure Controls/Personal Protection

Engineering Controls:

Provide exhaust ventilation or other engineering controls to keep the airborne concentrations of vapors below their
respective threshold limit value.

Personal Protection:  Safety glasses. Lab coat.

Personal Protection in Case of a Large Spill:

Splash goggles. Full suit. Boots. Gloves. Suggested protective clothing might not be sufficient; consult a
specialist BEFORE handling this product.

Exposure Limits:  Not available.

Section 9: Physical and Chemical Properties
Physical state and appearance: Liquid.
Odor: Odorless.
Taste: Not available.
Molecular Weight: Not applicable.
Color: Clear Colorless.
pH (1% soln/water): Neutral.
Boiling Point:  The lowest known value is 100°C (212°F) (Water).
Melting Point: Not available.
Critical Temperature: Not available.
Specific Gravity:  The only known value is 1 (Water = 1) (Water).
Vapor Pressure:  The highest known value is 2.3 kPa (@ 20°C) (Water).
Vapor Density: The highest known value is 0.62 (Air = 1) (Water).
Volatility: Not available.
Odor Threshold:  Not available.
‘Water/Oil Dist. Coeff.:  Not available.
Tonicity (in Water): Not available.
Dispersion Properties:  See solubility in water.

Solubility: Easily soluble in cold water, hot water.

Section 10: Stability and Reactivity Data
Stability: The product is stable.
Instability Temperature:  Not available.

Conditions of Instability: ~ Not available.
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Egitim Durumu

Yiiksek Lisans:

Lisans:

Hazirhk:

Lisans Projesi:

Stajlar

Is Deneyimi
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27 Mayis 1973, Manisa

EGE Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoteknoloji Anabilim
Dali, (2009)
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