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SEKER OTUNDAN (Stevia rebaudiana) STEVIOL GLIKOZITLERIN
VE FENOLIK MADDELERIN EKSTRAKSIYONUNDA
MIiKRODALGA VE ULTRASES UYGULAMALARININ

OPTIMIZASYONU

Ozge UYGUN

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dalt
Tez Danismanlari: Prof. Dr. Cavit BIRCAN; Dr. Ogr. Uyesi Fatih Mehmet YILMAZ
2019, 97 sayfa

Bu tez ¢alismasinin amaci, dogal ve diisiik kalorili bir tatlilandirici olan Stevia
rebaudiana Bertoni (Seker otu)’de bulunan steviol glikozitlerin ve fenolik
maddelerin ekstraksiyonunda farkli yontemlerin etkilerini incelemektir. Bu
kapsamda; ¢oziicii, mikrodalga destekli ve ultrases destekli olmak tizere ti¢ farkli
ekstraksiyon yontemi ile ¢alisilmig; yanit yiizey metodu (RSM) kullanilarak her
bir ekstraksiyon yontemi igin islem kosullarmin etkileri incelenerek optimum
islem kosullart belirlenmigtir. Optimum iglem kosullar1 ¢6ziicli ekstraksiyon
yontemi i¢in %50 EtOH konsantrasyonu, 118 mL/g ¢6ziicti orani, 54 °C sicaklik
ve 112 dk. siire; mikrodalga destekli ekstraksiyon igin 51 °C sicaklik, 16 dk. siire;
ultrases destekli ekstraksiyon islemi i¢in 50 °C sicaklik, 43 dk. siire olarak
belirlenmigtir. Optimum kosullarda ¢oziicli, mikrodalga destekli ve ultrases
destekli ekstraksiyon islemlerinde sirasiyla; rebaudiozit A miktar1 41,10; 42,84;
42,94 mg/g; steviozit miktar1 64,94; 68,02; 70,35 mg/g; toplam fenolik madde
miktar1 66,58; 67,75; 68,61 mg GAE/g; toplam flavonoid miktar1 42,13; 43,40;
47,69 mg KE/g; troloks esdeger antioksidan kapasite (ABTS) degeri 786,45;
838,57; 853,74 umol TE/g olarak tespit edilmistir. LC/Q-TOF/MS analizi ile seker
otu ekstraktlarinda toplam 65 bilesen tanmimlanmustir. Ultrases destekli
ekstraksiyonun en verimli yontem oldugu; ayrica ekstraksiyon siiresi agisindan
mikrodalga (16 dk.) ve ultrases destekli ekstraksiyon (43 dk.) yontemlerinin
¢oziicii ekstraksiyon (112 dk.) yontemine kiyasla islem siiresini 6nemli olglide
kisalttig1 sonucuna ulagilmistir.

Anahtar Sézciikler: Dogal Tatlilandirici, Ekstraksiyon, Mikrodalga, Rebaudiozit
A, Steviol Glikozit, Steviozit, Seker Otu, Ultrases






ABSTRACT

OPTIMISATION OF MICROWAVE AND ULTRASOUND
APPLICATIONS ON THE EXTRACTION OF STEVIOL
GLYCOSIDES AND PHENOLIC COMPOUNDS FROM SUGAR
LEAF (Stevia rebaudiana)

Ozge UYGUN

Master of ScienceThesis, Food Engineering Department
Supervisors: Prof. Dr. Cavit BIRCAN; Asst. Prof. Dr. Fatih Mehmet YILMAZ
2019, 97 pages

The objective of this study was to determine the effects of different methods on
the extraction of steviol glycosides and phenolic compounds from Stevia
rebaudiana Bertoni (sugar leaf) which is a natural and low calorie sweetener.
Three different techniques, i.e, solvent, microwave assisted and ultrasound assisted
extraction methods were used and optimum process conditions for each methods
were estimated by investigating the effects of process variables using response
surface methodology (RSM). Optimum extraction conditions for solvent extraction
were 50% EtOH concentration, 118 mL/g solvent ratio, 54 °C temperature and 112
min time; for microwave assisted extraction 51 °C temperature, 16 min time; and
for ultrasound assisted extraction 50 °C temperature, 43 min time. At optimum
conditions, amounts of rebaudioside A were 41.10, 42.84, 42.94 mg/g; stevioside
were 64.94, 68.02, 70.35 mg/g; total phenolic compounds were 66.58, 67.75,
68.61 mg GAE/g; total flavonoid were 42.13, 43.40, 47.69 mg CE/g; trolox
equivalent antioxidant capacity (ABTS) values were 786.45, 838.57, 853.74 umol
TE/g for solvent, microwave assisted and ultrasound assisted extraction methods
respectively. A total of 65 compounds were identified in sugar leaf extracts by
LC/Q-TOF/MS analysis. Ultrasound-assisted extraction was found the most
efficient method, and in terms of extraction time, microwave (16 min) and
ultrasound (43 min) assisted extraction methods significantly reduced processing
time as compared to solvent extraction method (112 min).

Keywords: Extraction, Microwave, Natural Sweetener, Rebaudioside A, Steviol
Glycosides, Stevioside, Sugar Leaf, Ultrasound
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1. GIRIS

Stevia rebaudiana Bertoni (Seker otu), birgok yapay tatlilandirciya alternatif,
diistik kalorili dogal bir bitkisel kaynaktir. Seker otu bitkisinin az miktarlardaki
kullanimi tatlilik agisindan oldukca etkili olmaktadir. Seker otunun tatlilik
oraninin siikkroza kiyasla fazla oldugu bilinmektedir ve igerigindeki steviol
glikozitlerin siikrozdan yaklasik 300 kat daha tatli oldugu bildirilmistir. Seker otu
bitki ekstraktinin %95 — 97’ye kadar saflastirilarak tatlilandirici olarak elde
edilebilecegi belirtilmektedir (Lemus-Mondaca vd., 2012). Seker otunun kimyasal
kompozisyonu incelendiginde yaprakta en ¢ok tatlilik veren bilesenlerin
rebaudiozit A ve steviozit oldugu belirtilmektedir. Gida Katki Maddeleri
FAO/WHO Ortak Uzmanlar Komitesi (JECFA,; Joint FAO Expert Committee on
Food Additives), piyasada ticari olarak sunulan seker otu ekstraktlarinin minimum
%095 saflikta oldugunu ve bu miktar1 steviol glikozitlerin (rebaudiozit A ve
steviozit) olusturdugunu rapor etmistir. Kuru agirlik bazinda %3,8 rebaudiozit A,
%09,1 steviozit i¢erdigi bildirilmistir (Brandle vd., 1998). Elde edilen veriler geri
kalan %5’lik kismin steviol glikozitler disindaki sakkaritlerin olusturdugunu
gostermistir (WHO, 2006). Kurutulmus seker otu yapraklarinin 2,7 kkal/g enerji
sagladig1 tespit edilmistir. Seker otunun diisiik kalorili bir tatlilandirict olmasi,
kalori alimimmi siirlamaya veya kilo kontroliinii saglamaya yardimci oldugunu
gostermektedir (Savita vd., 2004). JECFA, steviol glikozitlerin gilinliik alim
limitini O - 4 mg/kg viicut agirligi olarak belirlemistir (Wallin, 2016).

Kimyasal kullaniminin azaltilmasi, islem siiresinin kisaltilmasi gibi hedefler
dogrultusunda verim de goz oniinde bulundurularak farkli bitkisel materyaller igin
cesitli ekstraksiyon teknikleri ve optimizasyon calismalar1 yapilmaktadir. Bu
kapsamda ultrases, mikrodalga, ohmik 1sitma, stiperkritik akiskan, vurgulu elektrik
alan gibi farkli tekniklerden yararlanilmaktadir (Azmir vd., 2013). Seker otundan
steviol glikozitlerin ekstraksiyonuna dair bazi ¢alismalar mevcuttur. Alupului vd.
(2009), seker otunda c¢oziicii ekstraksiyon isleminde sabit sicaklik ve farkl
stirelerde, ultrases destekli ekstraksiyonda farkli giicler ve farkli siirelerde,
mikrodalga destekli ekstraksiyonda farkli sicakliklar ve farkli siirelerde
ekstraksiyon islemlerini gergeklestirerek yalmizca steviol glikozitlerin elde
edilmesini amaglamiglardir. Seker otuyla ilgili bagka bir ¢aligmada yiiksek gerilim
elektrik desarji, vurgulu elektrik alan ve ultrases uygulamalari ile seker otundan
sadece su kullanarak yapilan ekstraksiyonlardan antioksidan bilesenlerin elde



edilmesi amaglanmigtir (Barba vd., 2015). Seker otunda yapilmis bir bagka
ekstraksiyon calismasinda ¢oziicli olarak %100 etanol kullanilmis ve yiiksek
antioksidan kapasite ile fenolik bilesenlerin elde edilmesi amaglanmistir (Shukla
vd., 2009). Ciulu vd. (2017), seker otunda mikrodalga destekli ekstraksiyon (farkli
etanol konsantrasyonlari, siire ve sicakliklarda), basingh sivi ekstraksiyonu, ve
kati/sivi ekstraksiyonu (farkli etanol konsantrasyonlarinda) uygulayarak sadece
fenolik bilesenlerin elde edilmesini amag¢lamiglardir. Aym c¢alismada yalnizca
basingli siv1 ekstraksiyon ile elde edilen numunelere HPLC-ESI-QTOF-MS analizi
uygulayarak fenolik bilesenlerin tanimlanmasini gergeklestirmislerdir. Ultrases
destekli ekstraksiyonun uygulandigi bir bagka ¢alismada steviol glikozitlerden
yalnizca rebaudiozit A g6z dniinde bulundurulmustur (Gasmalla vd., 2017).

Tim bu bilgiler degerlendirildiginde, bu tez ¢alismasi kapsaminda seker otundan
steviol glikozitlerin (rebaudiozit A ve steviozit) ve fenolik maddelerin eldesinde
¢oziicii ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve ultrases destekli
ekstraksiyon yontemleri ile islem kosullarinin etkilerini incelenmesi ve her bir
yontem icin optimum islem kosullarmin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica,
optimum islem kosullarinda elde edilen ekstraktlara LC/Q-TOF/MS analizi
uygulanarak seker otunda bulunan steviol glikozitlerin, fenolik bilesenlerin,
flavonoidlerin, amino asitlerin ve esansiyel yaglarin kalitatif olarak tanimlanmasi
gercgeklestirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Stevia rebaudiana Bertoni (Seker otu)

Stevia rebaudiana Bertoni (Seker otu) kayitlara gegcmeden Once Paraguay ve
Brezilya halklari tarafindan kullanilmaktayken 1887 yilinda Iskogyali botanikgi
Dr. Moises Santiago Bertoni tarafindan kesfedilmistir. Ardindan Giliney Amerika
disinda da oldukga taninir hale gelerek yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir
(Carakostas vd., 2008). Paraguayli kimyaci Dr. Rebaudi’nin 1905 yilindaki
caligmalarindan sonra ise bilimsel adi Stevia rebaudiana olmustur. Paraguay
orijinli seker otu bitkisi “Paraguay’in tath otu” olarak bilinirken bitkiye ayrica bal
yapragi, tath yaprak, seker yapragi gibi isimlendirmeler de yapilmistir (Yadav ve
Guleria, 2012).

2.1.1. Seker Otu Bitkisinin Botanik Ozellikleri

Seker otu, Paraguay’m kuzey dogusunda bulunan Amambay bdlgesinde,
Asteraceae familyasina ait yaklagik 150 tiirii bulunan ¢ali formunda dallanmis bir
bitkidir. Brezilya ve Arjantin topraklarinda oldukga sik bir sekilde bulunmaktadir
(Lemus-Mondaca vd., 2012; Preethi vd., 2011). Seker otu bitkisi bir metre ve daha
yiiksek boylarda biyiiylip gelisebilmektedir. Cigekleri kiigik (15 — 17 mm) ve
beyaz renklidir. Genis kok sistemi ile birlikte oval ve kirillgan yapraklara sahiptir.
Cok yillik bir bitki olan seker otu yapraklarinin {ist yiizeyi tiyliidiir, govdesi ise
odunsudur. Tohumlarin koyu renkli olmast durumunda verimli; solgun ve berrak
olmasi durumunda kisir oldugu anlasilmaktadir. Tohumlar ¢ok kii¢iik endosperm
icermektedir ve tiiylii bir yapiya sahiptir (Yadav vd., 2011; Lemus-Mondaca vd.,
2012). Bitki, Giiney Amerika’ya 6zgii olmakla birlikte Cin, Tayvan, Tayland,
Giiney Kore, Malezya’da yetistirilmektedir. Uretimi hizla yayilan seker otunun
Israil, Ukrayna, Ingiltere, Filipinler ve Kanada’da tarimi yapilmaya baslanmistir
(Sivaram ve Mukundan, 2003).

2.1.2. Seker Otunun Yetisme Kosullar1 ve Hasat

Seker otu bitkisi subtropikal bolgelerde uzun Omiirlii olarak yetistirilmektedir.
Orta ve yiiksek enlemli bolgelerde yetistirildiginde bitkinin yaprak verimi ve
icerdigi steviozit miktar1 bakimindan olduk¢a =zengin oldugu gorilmustiir
(Goettemoeller ve Ching, 1999). Seker otunun gelisme evreleri; g¢imlenme,



bliylime, c¢iceklenme ve tohum olgunlugu olmak iizere dort asamadan
olugmaktadir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Calismada kullanilan seker otunun biiylime, ¢igeklenme ve tohum
evreleri

[k asama olan cimlenmenin ardindan ikinci asamada bitkinin biiyiimesi
gerceklesir. Ugiincii evrede tozlasma ve cigeklerin tomurcuklanmasi, son evrede
ise tohum biiyiimesi ger¢eklesmektedir. Tohumun gelisebilmesi igin ekim siiresi
ve sicaklik 6nemli kriterlerdir. Tohumun ¢imlenmesi i¢in optimum sicaklik 24 °C
olarak kabul edilmektedir. Olgunlasan tohumlar yaklasik olarak 3 mm
uzunlugunda bulunmaktadir. Seker otu, giiney yarimkiirede ocak ve mart aylari
arasinda, kuzey yarimkiirede eylill ve ekim aylarinda ¢icek agan bir bitkidir.
Tohumlar ilkbaharda sera iginde ¢imlendirilir ve yaklasik 6-7 hafta sonunda



bitkilerin topraga dikimi gergeklestirilir. Fidelerin 4-5 aylik biiylime evresinden
sonra ise zamani gelen olgunlagmig yapraklar hasat edilir (Ramesh vd., 2006;
Gupta, 2013).

2.1.3. Seker Otu Bitkisinin Kimyasal Kompozisyonu

Seker otu bitkisinin kullanilabilir faydali ve tath kismu yapraklaridir. Seker otunun
150 tiirtinden sadece 18’inin tathililk i¢in kullanilabilir nitelikte oldugu
belirtilmektedir. Seker otunda en ¢ok bulunan steviol glikozitler; dulkozit A,
rebaudiozit A, B, C, D, E, steviolbiozit ve steviozit tiirleridir. Bu steviol
glikozitlerin seker otunun kuru yaprak agirh@min %20’sini olusturdugu ve
ortalama olarak siikrozdan 300 kat daha tatli oldugu tespit edilmistir (Ramesh vd.,
2006; Goyal vd., 2010; Yildiz Oztiirk vd., 2015). Taze seker otu yapraklari
yaklasik olarak 9%80-85 arasinda su igcermektedir. En ¢ok tatlilik veren ana
bilesenleri ise steviozit, rebaudiozit A ve rebaudiozit B steviol glikozitleridir
(Sharma vd., 2006). Seker otu kuru yapraklarindan elde edilen ekstraktlarda
flavonoid, alkaloid, suda ¢6ziinen klorofil, ksantofil, hidrosinnamik asit (kafeik,
klorojenik vs.), notral suda ¢oziinen oligosakkarit, aminoasit, lipid, esansiyel
yaglar ve iz elementler (aliiminyum, demir, ¢inko vs.) bulunmaktadir (Inang ve
Cinar, 2009). Savita vd. (2004), seker otu yapraklarinda kuru agirlik esasina gore
enerji degerini 2,7 kkal/g olarak tespit etmiglerdir. Aynmi ¢aligmada, kurutulmus
seker otunda %7 nem igerigi, %10 protein, %3 yag, %11 kiil, %52 karbonhidrat,
%18 lif; mineral iceriginin ise 100 g seker otunda 464,4 mg kalsiyum, 11,4 mg
fosfor, 190 mg sodyum, 1800 mg potasyum, 55,3 g demir, 349 mg magnezyum,
1,5 mg ¢inko oldugu saptanmistir. Seker otu bilesimi Cizelge 2.1°de verilmistir
(Savita vd., 2004). Bunlara ek olarak seker otunun su tutma ve yag tutma
kapasitelerini artirict protein igerigine sahip oldugu belirtilmektedir (Yadav ve
Guleria, 2012).



Cizelge 2.1. Seker otu kimyasal kompozisyonu (100 g) (Savita vd., 2004)

Bilesen Miktar
Nem 79
Protein 10g
Yag 39
Kiil 119
Karbonhidrat 529
Lif 18¢g

Mineraller

Kalsiyum 464,4 mg
Fosfor 11,4 mg
Sodyum 190 mg
Potasyum 1800 mg
Demir 55,3 mg
Magnezyum 349 mg
Cinko 1,5mg

2.1.4. Seker Otunda Bulunan Steviol Glikozitlerin Kimyasal Yapilar1 ve
Ozellikleri

Glikozitler, seker molekiillerinin (glikon) seker olmayan (aglikon) gruplarla
baglanarak olusturdugu bir grup organik bilesik olarak tanimlanmaktadir. Seker
otu yapraklarinda bulunan diterpen glikozitler ise entkauren tiirevleridir ve yiiksek
derecede tatlilandirma o6zelligine sahiptir. Glikozitlerin tathilandirict etkileri
bitkinin boliimlerine gore degismektedir. Yapraklar tatlilik agisindan en zengin
dokular olup bunu ¢icek, sap ve tohumlar takip eder (Marcinek ve Krejpcio, 2015).
Japon bilim insanlarinin 1970’lerde baslattig1 ve giiniimiize kadar devam ettirilen
farkli ¢alismalar sonucunda bitkinin ticari degeri ©6nemli Olgiide artmustir.
Yapraklarda bulunan tatlilandirict bilesikler diterpen glikozitlerdir ve yapilan
caligmalar bu glikozitlerin ekstraksiyonu ve saflastirilmasina yoneliktir (Gonzalez
vd., 2014). Seker otunun yaprak dokusunda tatlilik verici 6zelliklere sahip
steviozit, rebaudiozit A - E, dulkozit A ve steviolbiozit olmak tizere sekiz tane
diterpen glikozit tespit edilmistir. Baz1 steviol glikozitlerin kimyasal yapilar1 Sekil
2.2’°de verilmistir. Bu glikozitler nemli bir bitkisel hormon olan giberellik asit ile
ayn1 biyokimyasal yol ile sentezlenir. Iki temel steviol glikozitten biri olan
steviozit, yapraklarin kuru agirhgmim %5 - 10 arasinda bulunurken; rebaudiozit
A’nin %2 - 4 arasinda oldugu tespit edilmistir. Bilesenlerin konsantrasyonlari
bitkinin genotip ve kiiltivasyon kosullarina bagli olarak genis ¢apta degismektedir.
Seker otu, i¢gindeki steviol glikozitlerin varlig1 sebebiyle oldukea tatli bir bitkidir



ve siikroz ile kiyaslandiginda; steviozit 150 - 300, rebaudiozit A 250 - 450,
rebaudiozit B 300 - 350, rebaudiozit C 120 - 500, rebaudiozit D 250 - 450,
rebaudiozit E 150 - 300, dulkozit A 50 - 120, steviolbiozit ise 100 - 125 kat daha
tathidir (Cizelge 2.2). Steviol glikozitlere ek olarak farkl tipte diterpenoitler de
bulunmaktadir. Manoil oksit ve labdane sklareol, kaurenoit olmayan
diterpenoitlerdir. Ayrica seker otu bitkisinde flavonoidler, glikozitler, kumarinler,
sinamik asitler, fenil propanoidler ve bazi ugucu yaglar bulunmaktadir (Wolwer-
Rieck, 2012; Yadav ve Guleria, 2012; Gupta, 2013). Ekstraksiyon islemleri
sonucunda steviozit miktarindaki baskinlik dolayisiyla ekstraktlarda karakteristik
aci1 bir tat olustugu belirtilmistir. Bununla birlikte yiiksek oranlarda rebaudiozit A
iceren ekstraktlar daha iyi bir aroma profiline, fiziko-kimyasal ve organoleptik
Ozelliklere sahiptir. Rebaudiozit A ayni zamanda suda oldukca iyi ¢Oziiniir ve
bdylece ticari amach iretilen gidalarin hazirlanmasini kolaylastirir. Steviozit ve
rebaudiozit A diisiik kalorilidir, fermente edilemez, dis ¢iiriimelerine neden
olmazlar. igerigindeki steviozit ve rebaudiozit A’nin diisiik kalorili olmasinin yani
sira dogada hazir halde bulunmalar ve endiistriyel diizeyde giivenilir olmalar
sebebiyle seker otu dogal tatlilandiricilart iyi bir gekilde temsil etmektedir
(Gonzalez vd., 2014).

Cizelge 2.2. Steviol glikozitlerin molekiiler formiilleri, tatlilik derecesi ve
yapraktaki kompozisyonu (Gonzalez vd., 2014)

. Tathilik Derecesi Yapraktaki
- Molekiiler .. :
Glikozit Formiilii (Siikroz Kompozisyonu
Referans) (Yow/w)

Steviozit CagH50018 150-300 4-14
Rebaudiozit A CuqH70023 250-450 2-4
Rebaudiozit B C3sHg0O1s 300-350 <0,4
Rebaudiozit C Cu4H7002; 120-500 1-2
Rebaudiozit D CsoHgoOos 250-450 <0,4
Rebaudiozit E CuqH70023 150-300 <0,4
Steviolbiozit C3H50043 100-125 <0,4

Dulkozit A CasH50047 50-120 0,4-0,7
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Sekil 2.2. Steviozit, rebaudiozit A ve steviolun kimyasal yapilar1 (Carakostas vd.,
2008)

2.1.5. Steviol Glikozitlerin Metabolik Ozellikleri

Seker otunun agi1z yoluyla alimini takiben kan dolagimina giren steviozitin baslica
metabolitinin steviol oldugu belirtilmektedir. Bunun arastirilmasi sirasinda ise
karacigerdeki metabolizmasima o&zellikle dikkat edilmistir. Steviol, fare ve
insandan hapetik mikrozomlar ile inkiibe edildikten sonra oksidasyon sonucunda
monohidroksi ve dihidroksi metabolitler olusmaktadir (Chatsudthipong ve
Muanprasat, 2009).

Geuns vd. (2003), arastirmalarinda domuzlara agiz yoluyla verilen steviozitin,
bagirsak  kolonunda bulunan bakteriler tarafindan tamamen steviole



donistiirildigi  sonucuna ulasmiglardir. Domuz diskisinda tespit edilen tek
bilesigin steviol oldugu tespit edilmistir. Bu sonucun daha Once yapilmis
caligmalarla uyumlu oldugu belirtilmektedir. Steviol, ¢esitli hayvan tiirlerinden ve
insanlardan anaerobik kosullar altinda bagirsak mikroflorasinin tirettigi tek
metabolit olarak bulunmustur. Steviozitin, fareler, domuzlar ve insanlar dahil
olmak iizere test edilen tiim canlilarda bagirsak mikroflorasinda hidrolize olduklar:
takdirde steviole metabolize oldugu belirtilmektedir (Roberts ve Renwick, 2008;
Renwick ve Tarka, 2008). Yapilan bir bagka ¢aligmada steviozit ve rebaudiozit
A’nin farelerin bagirsak mikroflorasinda diterpenoid aglikon grubun steviole
indirgenmis oldugu goriilmisgtiir. Aglikon stevioliin fare bagirsagi tarafindan
tamamen emildigi de belirtilmektedir. Steviozit, inkiibasyonda iki giinde steviole
dontislirken rebaudiozit A alti giinde benzer yollarla steviole doniismektedir.
Buradan anlagildigi iizere steviozitin hidrolizi rebaudiozit A’nin hidrolizinden
daha hizli gergeklesmektedir (Wingard, 1980).

2.2. Tathlandiricilar

Herhangi bir gida iirliniin kalitesi ve insanlar tarafindan tiiketilebilir olmasi lezzet
ve estetik yonii gibi baz1 kriterlere bagli olarak degismektedir. Bu kriterleri
saglamak amaciyla gida endiistrisi ¢ok sayida katki maddesi gelistirmistir (Briciu
vd., 2010). Buna bagl olarak ¢agimizin en biiyiikk sorunlarindan olan diyabet ve
obezite gibi hastaliklari olan insanlar icin diisiik kalorili triinler iiretilmistir.
Ayrica ucuz maliyetlerinden dolay1 ve siikrozla kiyaslandiginda daha az enerjiye
sahip olmalar1 treticiyi ¢esitli tatlilandiricilar iiretmeye yonelik g¢aligmalara
itmigtir. Diyabet ve obezite hastalari, kalori alimini azaltmasi ve kilo vermeye
yardime1 olmasi agisindan tatlilandiric1 kullanmaya baslamislardir (Ozdemir vd.,
2014, Inang ve Crnar, 2009).

Insanoglunun tath gidalara olan diiskiinliigii insanlik tarihinin baslangicina
dayanmaktadir. Eski Misir mezarlar1 incelendiginde bal iiretimi resmedilmis,
Araplar MO 375 yilinda seker kamiginin rafine edilmesinden soz etmislerdir. En
eski yapay tatlilandirici olan sakarin, 1879 yilinda John Hopkins Universitesi’nde
Connstantine Fahlberg tarafindan kesfedilerek marketlerde diyabet hastalari i¢in
0zel bir iriin olarak yerini almistir. II. Diinya Savasi esnasinda seker kitligi
yasanmasi iizerine yapay seker ikamelerine yani tatlhilandiricilara olan tesvik

artmigtir. Bu siire boyunca diyet soda siseleri tizerinde “seker alimini azaltmak
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isteyenler igin” gibi ifadeler kullanilmistir (Kizilaslan, 2017; Yang, 2010).
Aspartam ise 1965 yilinda kesfedilmistir. Siikrozla karsilagtirildiginda yaklagik
200 kat daha tatli oldugu ifade edilmektedir. Aspartamin metabolizmasi sonunda
ise formaldehit, formik asit ve diketopiperazinin olusumu meydana gelmektedir.
Bu durumlarin varligi yapay tatlilandiricilarin insan sagligi agisindan tehdit
olusturabilir nitelikte olmasi sebebiyle sorgulanmaktadir (Mooradian vd., 2017).

Bircok insan seker alimma bagli olarak obezite hastaligimin zararlarinin
farkindadir ve viicut agirligini kontrol altina almak i¢in ¢aba gostermektedir. Gida
endiistrisi bu egilime yonelik tatlilandiricilarin iiretimi i¢in gelismeler kaydetmistir
(Sardesai vd., 1991). Tathlandiricilar; yapay tathlandiricilar ve dogal
tatilandiricilar  olmak  tzere  simiflandirilmaktadir.  Baglica  kullanilan
tatlilandiricilar Cizelge 2.3 te sunulmustur (Ozdemir vd., 2014).

Cizelge 2.3. Tathlandiricilarin = smiflandirilmast  ve  baslica  kullanilan
tatlilandiricilar (Ozdemir vd., 2014).

Yapay tathlandiricilar Sakarin, aspartam, sukraloz, asesulfam K, neotam,
siklamat, alitam
Dogal tathlandiricilar Seker otu, agave surubu, ak¢aagag surubu, bal, melas,

Seker alkolleri (polioller) | sorbitol, mannitol, ksilitol, eritritol, isomalt, laktitol,
hidrojene nisasta hidrolizatlari, yiiksek fruktozlu misir
surubu, maltitol, trehaloz, tagatoz

Dogal tathilandirici, yapay tatlilandirict ve seker alkollerin (polioller) siikroza
kiyasla tatlilik derecesi Cizelge 2.4’te verilmistir (Sardesai vd., 1991; Ozdemir vd.,
2014; Mooradian vd., 2017).
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Cizelge 2.4. Baz tathilandiricilarin siikroza kiyasla tatlilik dereceleri (siikroz = 1)

Tathlandirica Tathilik Derecesi (siikroz referans)
Advantam 20000 kat
Alitam 2000 kat
Asesiilfam K 200 kat
Aspartam 160-220 kat
Dulsin 250 kat
Fruktoz 1.7 kat
Gliserol 0.6 kat
Kukurbitan 250 kat
Ksilitol 1.7 kat
Laktitol 0.4 kat
Maltitol 0.9 kat
Mannitol 0.5 kat
Monellin 2500-3000 kat
Neotam 7000-13000 kat
Osladin 3000 kat
P-4000 4000 kat
Palatinoz 0.4 kat
Pentadin 500 kat
Rebaudiozit A 400 kat
Rubusosit 114 kat
Sakarin 300 kat
Siklamat 30 kat
Sorbitol 0.5 kat
Steviozit 300 kat
Sukraloz 500 kat

2.3. Seker Otunun Kullanim Alanlari

Seker otu bitkisinin tatlilik derecesinin ayni miktardaki siikrozla kiyaslandiginda
cok fazla olmasi, pH stabilitesinin daha iyi olmasi, pisirme ve firincilikta 1s1
stabilitesine sahip olmasi, alkol igerisinde iyi bir sekilde ¢oziiniiyor olmasi ve
agizda metalik tat birakmamasi gibi bir¢ok 6zelligi mevcuttur. Bu 6zelliklerinin
yani sira dogal bir tatlilandirici olmasi seker otunun degerlendirilmesi agisindan
olduk¢a oOnemlidir (Soliman, 1997). Seker otunun diger diisiik kalorili
tathlandiricilara kiyasla dogal olmasi, saglik bilincine sahip tiiketiciler agisindan
daha ¢ok tercih edilebilir oldugunu goéstermektedir. Farkli gida tiriinlerinde
kullanilmasi, 200 °C’ye kadar dayanikli olmasi ve fermente olmamasi sebebiyle
tilketime oldukga elveriglidir. Ayrica organoleptik 6zelliklerinin iyi oldugu
belirtilmektedir. Bu 6zellikleri neticesinde seker otunun siikroza ikame olarak
kullanilabilecegi vurgulanmaktadir (Gasmalla vd., 2014a).
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Seker otunun igerigindeki steviol glikozitler gida endiistrisinde bir¢ok {iriinde
kullanilmaktadir. Alkolsiiz igcecekler, meyve sulari, tatlilar, sekerlemeler, soslar,
ekmek, biskiivi, hazir tiketimli tahillar, tursu, yogurt, soya sosu ve deniz
iiriinlerinde kullanimi olduk¢a yaygindir (Lemus-Mondaca vd., 2012). Ozellikle
Japonya, Cin, Rusya, Giiney Kore, Paraguay, Arjantin, Endonezya, Malezya,
Avustralya, Yeni Zelanda, Giiney Amerika gibi iilkeler olduk¢a fazla
kullanmaktadirlar. Ayrica su anda Japonya ve Cin seker otunun en genis sekilde
kullanildig1 iiriin pazarina sahiptir. Daha sonra Giiney Kore ve Brezilya da dogal
bitkisel bir kaynak olan seker otunu diisiik kalorili tatlilandirici olarak
pazarlamaya baglamiglardir. Avustralya ve Yeni Zelanda steviol glikozitlerin gida
endiistrisinde yer almasini onaylamislar; ancak bunu Dbelirli iirtinlerde
sunmuslardir. ABD’deki FDA (Gida ve Ilag Dairesi) seker otu kullanimia izin
veren kurumlar arasindadir. Fransa 2009 yilinda rebaudiozit A’nin tatlhilandirict
olarak kullanilmasina izin vermistir (Yadav ve Guleria, 2012). Seker otu ve tiirevi
tathilandiricilar igin yapilan diizenlemeler ise Cizelge 2.5’te verilmektedir (Kola
vd., 2018).

Cizelge 2.5. Seker otu ve tiirevi tatlhilandiricilarin gilivenligi ile ilgili baz1
diizenlemeler (Kola vd., 2018)

Diizenleme Numarasi Yapilan Uygulamalar
Codex Alimentarius Komisyonu seker otunun insan
07- 2004 viicudunda giivende oldugunu kabul etmis ve JECFA ile

anlagmaya varmistir.
FDA, rebaudiozit A’y1 %95 oraninda GRAS olarak kabul
etmistir. Daha sonra Avustralya, Yeni Zelanda, Isvigre,

122008 Tayvan, Fransa da rebaudiozit A’y1 aymi oranda GRAS
olarak kabul etmistir.
— 5 o pn -
03 - 2010 FDA, rebaudiozit A’nin %60 %80°ni, biitiin steviol

glikozitlerin %90’ 11 GRAS olarak kabul etmistir.

EFSA, insan viicudunda steviol glikozitlerin gilivenligi
04 - 2010 konusunda birtakim kisitlamalar getirmis ve giinlik alim
miktarini (ADI) 4 mg/kg olarak belirlemistir.

Avrupa Birligi, G/SPS/N/EEC/409 raporu yaymlamistir.
Komisyon yapmig oldugu diizenlemede steviol
07 - 2011 glikozitlerin kullanim yetkisini belirlemistir. Rapora gore
uzun  siireli  kullamm  diyabet, kardiyovaskiiler,
hipertansiyon hastalari i¢in iyilestirici etki gdstermektedir.
Tiirk Gida Kodeksi, Katki Maddeleri Yonetmeligine gore
06 - 2013 seker otunun Tirkiye’de tathlandirict olarak steviol
glikozitler (E 960) adiyla kullanilmasina izin vermistir.
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Kroyer (2010), yapmis oldugu caligmada uygulanan farkli islem ve depolama
kosullar1 sirasinda seker otunun stabilitesini degerlendirmistir. Cay ve kahve gibi
igeceklerde bir saat boyunca 120 °C’ye kadar iyi stabilite gosterdigi belirtilmistir.
Ayrica steviozitin sulu ¢ozelti iginde 2 - 10 pH araliginda da oldukga stabil oldugu
vurgulanmigtir. Bu durum seker otunun sicak igeceklerdeki kullanilabilirligini
etkin kilmaktadir. Pastane iiriinlerinde dogal tatlilandirici olan seker otu kullanimi
oldukca yaygindir. Puding ve kekler ¢cok az miktardaki toz seker otu ile
tathlandirilabilir. Pisirme islemi sirasinda steviozitte esmerlesme reaksiyonu
gbézlenmemistir. Bu sebeple seker otunun pisirme alanindaki uygulamalari
geniglemektedir. Uzun raf 6mrii ile Griiniin kullanim siiresi ve dolayisiyla elde
edilen driinlerin kalitesi de artmaktadir (De vd., 2013). Farkli yiyecek ve
iceceklerde kullanilmasi oOnerilen rebaudiozit A miktarlar1 Cizelge 2.6’da
verilmistir (Prakash vd., 2008).

Cizelge 2.6. Cesitli gida lrilinlerinde kullanilan Rebaudiozit A miktarlar1 (Prakash

vd., 2008)
Uriin Konsantrasyon (mg/kg veya mg/L)

Gazli igecekler 50-600

Alkolli igecekler 50-600

Toz igecekler 200-2000
Firin diriinleri 200-1000
Siit tiriinleri 150-1000
Sakiz 300-6000
Sekerlemeler 100-1000
Tahillar 200-1000
Yenilebilir jeller 200-1000
Tedavi edici 6zellikteki gida tiriinleri 200-1000
Ilaglar 50-1000

2.4. Seker Otunun Insan Saghgma Etkileri

Seker otu bitkisinin gegmisi, Hindistan’a ait bir saglik sistemi olan Ayurveda tip
sistemine kadar dayanmaktadir (Megeji vd., 2005). Seker otu igerisindeki steviol
glikozitler ve ayrica seker otunun diger metabolitleri olan B-karoten, riboflavin,
tiamin, c¢esitli terpenler ve flavonoidler tibbi olarak insan saghgma katkida
bulunmaktadir. Seker otunun diyabet, dis ciiriikleri, obezite, mide ve bagirsak
enfeksiyonlar1 gibi ¢esitli rahatsizliklara karsi alternatif bir tedavi yontemi oldugu
belirtilmistir. Ayrica kandaki sekeri ve kolesterolii diisiirmeye, kanin
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pihtilasmasina, kan damarlarinin giiclenmesine katki sagladigi ifade edilmistir
(Atteh vd., 2008; Konoshima ve Takasaki, 2002; Yadav ve Guleria, 2012).

Diabetes mellitus, hiperglisemi ve bunlara bagli olarak insiilin hormonunun yeterli
diizeyde salgilanmamasi diinyada yaygin sekilde goriilen hastaliklar arasindadir
(Gupta vd., 2013). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) diyabetli kisilerin sayisinin 1980
yilinda 108 milyon iken 2014 yilinda 422 milyona yiikseldigini, orta ve disiik
gelirli iilkelerde diyabetin daha hizli arttigini rapor etmistir. Ayrica 2012 yilinda
2,2 milyon kisinin O6lim sebebinin yiiksek kan sekeri kaynakli oldugu da
belirtilmistir. Yiiksek kan sekerine bagl 6liimlerin neredeyse yarisi 70 yasindan
once gergeklesmektedir. Diizenli fiziksel aktivite, viicut agirligimi korumak,
saglikli beslenme Tip 2 diyabetin baslangicini &nlemenin ve geciktirmenin
yollaridir (WHO, 2018). Su anda diyabet hastalig1 i¢in bitkisel tedavi yontemleri
oldukga popiilerdir. Seker otu ile yapilan alternatif tedavi yontemi de bunlardan
biridir. Ekstraktin ana bileseni olan steviozit diisiik seviyede kalori igermesi ve
yiiksek tatliliga sahip olmasi nedeniyle az miktarlarda dahi tiiketilmesi tatlilik
acisindan yeterli olmaktadir. Bir calismada seker otu yapraklarmin sulu
ekstraktinin glukoz toleransi iizerine etkisi arastirilmig ve {i¢ giin boyunca alt1 saat
ara ile kullanimindan sonra seker otunun kandaki glukoz seviyesini diisiirdiigi
gbzlenmistir. Bu gozlemler seker otunun diyabetik hastalar igin tedavi edici
ozellikte oldugu diistincesini gii¢lendirmektedir (Curi vd., 1986; Chatsudthipong
ve Muanprasat, 2009).

Son yillarda asirt kilolu insanlar ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan obezite
hastaliginda belirgin bir artis goriilmektedir. Bu rahatsizligin sebepleri arasinda
fiziksel hareketlerde yetersizlik, fazla gida tiikketimi ve ayni zamanda sagliksiz gida
almi gibi bir¢ok etmen sayilabilmektedir. Seker otu yapraklar1 fonksiyonel bir
gida maddesi olarak kullanilabilir ve diyet uygulamalarinda faydalhidir. Seker otu
kullanildiginda sindirim sistemi tarafindan tamamen emilmiyor olmasi ve ayrica
cok az kalori icermesi seker yerine tiiketilebilir oldugunu gostermektedir. Ayrica
seker otunun disiik kalorili bir tathilandirici olmasi, bakteriyostatik ve
bakteriyosidal 6zelliklere sahip olmasi dis ¢lirtimesi ve dis eti iltihabin1 dnleyerek
agiz ve dis saghginda yararli etkileri oldugu belirtilmektedir (Gupta vd., 2013).
Seker otu ekstraktinin tiikketimi sonucunda kolesterol, trigliserit, LDL seviyelerinin
O6nemli olgiide azaldigi, HDL seviyesinin ise yiikseldigi gézlenmistir. Sonug olarak
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seker otu ekstraktinin kardiyovaskiiler hastaliklara hipolipidemik etki gdsterdigi
belirtilmektedir (Goyal vd., 2010).

2.4.1. Seker Otu Giinliik Alhm Miktari

Kabul edilebilir giinlik alim miktari, insanlarin yasamlari siiresince saglik
acisindan dikkate alinacak kadar risk tasimayan, yiyecek ve iceceklerin giinliik
olarak tiiketebilecekleri madde miktaridir. Bir¢ok kurulus, yiiksek safliktaki
steviol glikozitlerin gilivenligini inceleyen 200’den fazla hakemli arastirmay1
titizlikle degerlendirmistir (Ashwell, 2015). Diinyada bilim insanlarinin yaptiklar
arastirmalar sonucunda seker otunun tatlilandirici olarak tiiketilmesinin her yastan

insan i¢in glivenli oldugu sonucuna ulagsmslardir.

Seker otu yapragindaki steviozit, rebaudiozit A ve diger steviol glikozitler
ABD’de Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan giivenli bir gida takviyesi olarak
kabul edilmistir. Ayrica JECFA mevcut tiim aragtirmalarin bilimsel incelemesini
yuriitmiistiir. Sonu¢ olarak ABD ve Avrupa’da saf steviol glikozitlerin gida ve
iceceklerde kullanilmasimnin hicbir sakincasi olmadigini bildirmiglerdir. Ancak
seker otunun fazla tiiketilmesi durumunda diisiik tansiyon ve hipoglisemik etki
yaratabilecegi belirtilerek steviol glikozitlerin giinlik alim dozunun kg insan
agirligi basina 4 mg olarak kabul edildigi rapor edilmistir (Maki vd., 2008;
Boileau vd., 2012; Gupta vd., 2013; Pawar vd., 2013; Yiicesan vd., 2016). 82.
JECFA Kimyasal ve Teknik Degerlendirme, birgok iiriin i¢in giinliik kullanilabilir
limitleri belirlemistir. Bu triinlerden bazilar1 Cizelge 2.7°de sunulmustur (Wallin,
2016).

Cizelge 2.7. Steviol glikozitlerin giinliik tiiketilme limitleri (mg/kg) (Wallin, 2016)

Gida Uriinii Kullanilabilir Limit (mg/kg)
Meyve sulari 600
Alkolsiiz igecekler 600
Tatlilar 500
Yogurt 500
Sekerleme 500
Soslar 1000
Tursu 1000
Tatlt misir 200
Ekmek 160

Biskiivi 300
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2.5. Ekstraksiyon Yontemleri

Bitki hiicreleri fizyolojik ve biyokimyasal o6zellik gosteren ¢ok sayida dogal
bilesigi sentezlemektedir (Starmans ve Nijhuis, 1996). Binlerce yildir insanlar,
hastaliklart hafifletmek veya tedavi etmek i¢in bitkisel kaynaklari kullanmaktadir.
Bitkiler tip alaninda ve diger uygulamalarda potansiyel kaynak olarak goriilerek
cesitli kullanim alanlar1 i¢in dogal bilesik kaynagi olusturabilmektedir. Bitkiler;
yapraklar, cicekler, kabuk, tohumlar, meyveler kok vb. gibi kisimlarda biriken
alkaloidler, steroidler, glikozitler, ugucu yaglar, regineler, fenoller, flavonoidler
gibi bir¢ok aktif bilesik icerebilmektedir. Bu bilesenlerin ekstraksiyonu diyet
takviyeleri, nutrasotikler, farmasdtik {irlinler ve kozmetik {riinlerinin

hazirlanmasinda ilk adim olarak gériilmektedir (Gupta vd, 2012).

Ekstraksiyon islemi fenolik bilesiklerin izolasyonunda, tanimlanmasinda ve
kullanilmasinda ¢ok Onemli bir basamaktir ve birgok ekstraksiyon yontemi
mevcuttur. Literatiir incelendiginde ¢ok sayida calismada meyve, sebze, sarap,
cay, kahve, tahil gibi bir¢ok bitki tiirevli materyallerden ekstraksiyon islemleri ve
analizleri gergeklestirilmistir (Ignat ve Popa, 2011). Ekstraksiyon ile belirlenen
prosediirler uygulanarak ¢oziiciiler yardimiyla bitkinin aktif bilesenleri
ayrilmaktadir. Ekstraksiyonun tim amaci, ¢oziinmeyen hiicresel kalintiyr ardinda
birakarak ¢oziinebilir bitki metabolitlerini elde etmektir (Azwanida, 2015).
Yapilan bir ekstraksiyon isleminin kalitesi, baslangi¢c materyali olarak kullanilan
bitkinin bolimleri, kullanilan ¢6ziicii, ekstraksiyon kosullar1 gibi faktorlerden
etkilenmektedir. Ekstraksiyonda yiiksek verimlilik elde etmek amaciyla
aragtirmacilar verimli ekstraksiyon yontemleri bulmak icin biiyiikk caba sarf
etmigler ve tipik bir ekstraksiyon isleminin asagidaki adimlari igerebilecegini
belirtmiglerdir (Gupta vd., 2012):

1. Bitki materyalinin toplanmas1

2. Boyut kii¢iiltme iglemi

3. Ekstraksiyon

4. Filtrasyon

5. Saf ve konsantre tiriin elde edilmesi

6. Kurutma ve sulandirma islemi
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Kullanilan bitki materyaline uygun olacak sekilde ekstraksiyon yontemi segilir ve
tim bu basamaklar uygulanir. Son yillarda sentetik ve organik kimyasallarin
kullaniminin azalmast, islem siiresinin kisalmasi daha iyi verimle birlikte kalitenin
yiiksek olmasi i¢in g¢evre dostu teknikler Kullanilmaktadir. Bitki materyalinden
biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyon verimini artirmak i¢in ultrases, vurgulu elektrik
alan, enzimatik ekstraksiyon, mikrodalga, ohmik isitma, stiperkritik akiskan gibi
bir¢ok yontem gelistirilmistir (Azmir vd., 2013).

2.5.1. Coziicii Ekstraksiyon Yoéntemi

Bitki materyalinden degerli bilesiklerin elde edilmesi ile ilgili yapilan bilimsel
aragtirmalarin ge¢misi 18. yiizyila kadar ve kokularin gigeklerden izolasyonuna
dayanmaktadir. Anfloraj adi verilen bir teknikte yaglar ¢iceklerle dogrudan temas
halinde tutularak kokular1 matrisinden ¢ektigi goriilmiistir. Gliniimiizde ise
ekstraksiyon islemleri en basit olarak evlerde kahve ve ¢ay yapiminda uygulanan
¢oziicii yoluyla ekstraksiyon islemidir. Burada yapilan ekstraksiyon isleminde tat
bilesenlerinin ve renklendirici ajanlarin bitki materyalinden ¢ekip ¢ikarilmasi igin
sicak su kullanilmaktadir. Geriye kalan kati kalint1 ise filtrelenir ve elde edilen
ekstrakt tiiketime hazirdir (Starmans ve Nijhuis, 1996). Yapilan tim ekstraksiyon
tekniklerinin amaci, ¢6ziinmeyen hiicresel kalintiy1 geride birakarak ¢oziiniir bitki
metabolitlerini katt matrisinden ayirmaktir. Ekstraksiyon islemi ile ekstraktlardan
alkaloidler, glikozitler, fenolikler, terpenoidler ve flavonoidler gibi bir¢ok bilegen
elde edilmektedir. Yaygin olarak kullanilan ekstraksiyon tekniklerinden biri
¢oziicii ekstraksiyon yontemidir (Azwanida, 2015).

Cozici ekstraksiyon islemi, kullanim kolayliklari, verim ve genis uygulanabilirlik
nedeniyle bitki materyallerinden ekstraktlar hazirlamak i¢in kullanilan en yaygin
yontemlerden biridir. Ekstraksiyon verimi genellikle farkli polaritelere sahip
¢oziicii tiplerine, ekstraksiyon siiresine, sicakliga, numunenin ¢oziicii oranina,
kullanilan  bitki materyalinin kimyasal kompozisyonuna ayrica fiziksel
ozelliklerine bagli olarak degismektedir (Stalikas, 2007; Dai ve Mumper, 2010).
Cozict ekstraksiyon yonteminde en yaygin olarak kullanilan ¢oziciiler
asitlendirilmis etanol ve metanoldiir. Etanol, metanol ve diger bir¢ok ¢oziiciiniin
kullanildig: ekstraksiyonlar ile ilgili cok sayida ¢alisma literatiirde yer almaktadir.
Metanol, etanol, aseton, etil asetat ve bunlarin kombinasyonlar1 gibi ¢oziiciiler ile
farkli sulu konsantrasyonlar1 fenoliklerin bitki materyalinden ekstraksiyonu igin
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kullanilmigtir.  Ozellikle metanoliin  diisiik molekiil agirlikli polifenollerin
ekstraksiyonunda daha verimli oldugu, yiiksek molekiil agirlikli flavonellerin ise
sulu aseton cozeltisi ile daha iyi ayrildigi belirtilmektedir. Etanol ile yapilan
ekstraksiyonda polifenollerin daha verimli bir sekilde elde edildigi goriilmektedir.
Ayrica antosiyanin agisindan zengin fenolik ekstraktlar hazirlarken asitli organik
¢oziciilerin (daha ¢ok metanol ve etanol) kullanimi oldukga fazladir. Bu ¢6ziicii
sistemleri hiicre zarlarini yikar ayni zamanda biyoaktif bilesenleri ¢ozerek stabilize
eder (Ignat ve Popa, 2011; Dai ve Mumper, 2010).

2.5.2. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon islemi

Mikrodalgalar, radar teknolojisinin gelistirilmesinden sonra II. Diinya Savasi’ndan
bu yana kullanilmig ve daha sonra mikrodalga firinlar ile ilk ticari uygulamalar
baslamistir. Mikrodalga teknolojisinin laboratuvarlarda bir 1sitma kaynagi olarak
kullanilmasi 1970°1i yillarin sonuna dogru baslamis ve asitlerin ekstraksiyonunda
uygulanmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyonun gelisimi ilk 6nce Ganzler ve
caligma arkadaslar1 tarafindan rapor edilmistir (Kaufmann ve Christen, 2002).
Mikrodalga destekli ekstraksiyon islemi biyolojik olarak aktif bilesenlerin farkli
bitki materyallerinden ¢ikarilmasi igin basit, ¢evre dostu, ekonomik bir tekniktir
(Gupta vd., 2012). Mikrodalgalar 300 MHz ile 300 GHz frekans araliginda ¢alisan
elektromanyetik alanlara sahip bir teknolojidir. Mikrodalgalar elektrik alan ve
manyetik alan olmak iizere birbirine dik olan iki salinim alanindan olusmaktadir.
Elektromanyetik enerji, iyonik iletim ve dipol rotasyon mekanizmalarinin ardindan
1stya doniismektedir. Iyonik iletim mekanizmasi sirasinda ortamin akis iyonuna
direnci sebebiyle 1s1 iiretilir. Molekiiller arasinda ¢arpisma olusmakta ve bunun
sonucunda 1s1 ag¢iga ¢ikmaktadir (Azmir vd., 2013).

Mikrodalga destekli ekstraksiyonun ekstraksiyon mekanizmasi iizerine ti¢ adimi
icermesi beklenmektedir. ilk olarak ¢dziinen maddelerin yiiksek sicaklik ve basing
altinda Ornek matrisin aktif bolgelerinden ayrilmasi, ikinci adimda ¢oziiciiniin
ornek matrisi boyunca diflizyonunun gerceklesmesi, liclincii adimda ise ¢6ziinen
maddelerin  0rmek matrisinden  ayrilarak  ¢oziicliye  birakilmasi  olarak
aciklanmaktadir (Alupului vd., 2012). Mikrodalga destekli ekstraksiyon isleminde
verimi etkileyen birgok faktér bulunmaktadir. Ekstraksiyon i¢in belirlenen frekans,
islem siiresini etkilemektedir. Mikrodalga giicliiniin artmasiyla birlikte aym
miktarda bulunan bilesenin ekstraksiyon hizinda genel olarak bir artig
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gozlenmektedir. Mikrodalga giiciine bagli sicaklik etkeni ekstraksiyon islemi
sirasinda bitkisel materyalin i¢inde bulundugu ¢6ziicii maddenin sicaklig1 ile dogru
orantili olarak iliskilendirilebilir. Gidanin kiitlesi de mikrodalga destekli
ekstraksiyon verimini etkileyen bir diger faktordiir. Bir baska etken ise bitki
materyali icinde bulunan su veya nemdir. Bitki i¢inde bulunan suyun bagh veya
serbest halde halde olmasi mikrodalga destekli ekstraksiyon verimini
etkilemektedir (Ozer vd., 2018).

2.5.3. Ultrases Destekli Ekstraksiyon Islemi

Ultrases teknolojisinin  gecmisi  1880°li  yillara dayanmaktadir. Cesitli
uygulamalara ve birgok gelismeye ragmen ultrases, hala yeni bir teknoloji olarak
kabul edilmektedir. Altmis yil Once gidalar1 karakterize etmek igin diisiik
yogunluklu ultrases yontemleri kullanilmaktaydi; ancak son yillarda yapilan
aragtirmalar sonucunda ultrasesin birgok alanda kullanildig1 goriilmektedir
(Dolatowski vd., 2007). Ultrases, dalga boyu 20 kHz ile 1 GHz araligindaki ses
dalgalarina sahip frekanslardir (Feng vd., 2011). Diisiik enerjili, yliksek dalga
boylarindaki ultrases uygulamalari fiziksel, mekanik, kimyasal etkiler
iiretebilmekte ve daha ¢cok medikal alanda kullanilmaktadir. Yiiksek enerjili (10-
1000 W), diisiik dalga boylarindaki (20 kHz ve 100 KHz arasindaki frekanslar)
uygulamalar ise daha ¢ok gida endistrisinde emiilsiyon iretmek,
mikroorganizmalarda hiicre duvar: tahribati saglamak, homojenizasyon saglamak,
enzim ve mikrobiyal inaktivasyon gibi etkiler meydana getirmektedir (de Sao José
vd., 2014).

Ultrases teknolojisinin etkisi kavitasyonla iliskilendirilmektedir. Ultrases dalgalar1
sivi bir ortamdan gegerken mekanik titresimler ve akis meydana gelmektedir.
Titresim ve akis sayesinde ¢ok kii¢iik baloncuklar ve bosluklar meydana gelmekte
yani kavitasyon olusmaktadir. Bu baloncuklar soniimlendikleri anda o noktada
lokal olarak yiiksek sicaklik ve basing olusmaktadir. Olusan bu ani degisimler
farkli etkiler yaratabilmektedir (Tiwari vd., 2012; de Sdo José vd., 2014). Ultrases
teknolojisi gida endiistrisinde fiziksel ve mekanik islemleri gelistirme amaciyla
bircok alanda kullanilmaktadir. Ornegin filtrasyon, marine etme, kesme,
homojenizasyon, pisirme, et yumusatma, degaz, kurutma gibi alanlarda
kullanilirken bu tez ¢aligmasinda ekstraksiyon amaciyla kullanilmaktadir. Ultrases
destekli ekstraksiyon ile bitkilerde bulunan hiicre duvarlarinin ¢oziicii
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penetrasyonu ile birlikte istenen maddelerin gegisi hizli ve verimli bir sekilde
saglanmaktadir (Tiwari vd., 2012).

Yapilan birgok c¢aligmada ultrases destekli ekstraksiyon ile bitki materyalinden
flavonlar, polifenoller, antosiyaninler, aromatik bilesikler, polisakkaritler, bitkisel
yaglar, protein ve biyoaktif bilesenlerin elde edilmesi amaglanmistir. Ayrica
ekstraksiyon islemleri sirasinda verim artisi, ekstraksiyon siiresinde azalma, daha
yiiksek islem hacmi elde etmek gibi bircok avantaj yer almaktadir (Vilkhu vd.,
2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Bu tez c¢alismasinda, kullanilan Stevia rebaudiana (Seker otu) bitki materyali
olarak Balikesir’de bulunan Burhaniye Stevia Bahgesi’nden temin edilmistir.
Saksilarda yetistirilen ve budama yontemiyle toplanan seker otu bitkisinin
yapraklari ¢igcek kismindan kok tarafina dogru saplarindan siyrilarak ayiklanmaistir.
Delikli kasalara alinan taze yapraklar 30 dakika boyunca giines altinda bekletilerek
mevcut neminin diistirilmesi saglanmistir. Ardindan bir saat boyunca goélgede
tutularak kasalara aktarilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Seker otu bahgesi ve govdesinden ayrilan yapraklar
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Tedarik edilen seker otu Aydin Adnan Menderes Universitesi Gida Miihendisligi
laboratuvarlarina taginmis ve ayiklanan yapraklar fanli tepsili kurutucuda 65 °C
sicaklikta, 1,5 m/s hava akis hizinda, <%10 bagil nemde ve iki saat siire ile
kurutularak nem igerigi diistirilmiistiir. Kurutulan yapraklar tek tek saplarmdan
ayiklanmigtir. Son olarak kahve-baharat degirmeninde (Sinbo) 6giitiilerek partikiil
boyutu kiigiiltiilmiistiir. Ogiitiilen seker otu, tez calismasi boyunca kilitli posetlerde
+4 °C’de buzdolabinda depolanmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Seker otunda kurutma ve ayiklama sonrasi 6giitme ve paketleme
islemleri
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3.2. Calismada Kullamlan Kimyasallar

Ekstraksiyon iglemleri ve sonraki analizler i¢in kullanilan tiim kimyasallar;
sodyum hidroksit (Tekkim Kimya—100418163001), hidroklorik asit (Merck —
1.00317.2501), etanol (Tekkim Kimya — 020118185001), Folin - Ciocalteu ayract
(Merck — 1.09001.0500), sodyum karbonat (Merck — 1.06392.1000), 2,2’-
azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) (Roche Diagnostics —
10102946001), potasyum persiilfat (Merck — 1.05091.1000), monobazik sodyum
fosfat (Sigma-Aldrich — S0751-100G), dibazik sodyum fosfat (Sigma-Aldrich —
04272-1KG), sodyum kloriir (Merck — 1.06404.1000), sodyum nitrit (Merck —
1.06549.0100), aliiminyum kloriir hekzahidrat (Merck — 1.01084.1000),
rebaudiozit A (Extrasynthese - 3720 S), steviozit (Extrasynthese- 3725 S),
asetonitril (Merck — 1.00030.2500), HPLC su (Sigma- Aldrich — 102024527),
formik asit (Carlo Erba — 405792).

3.3. Cahismada Kullamlan Cihazlar

Su banyosu (Lab. Companion BW- 20G, Giiney Kore), etiiv (Lab. Companion
ON-11E, Giiney Kore), kiil firr1 (MagmaTherm MT1110-E4, Tiirkiye), santrifiij
(Centurion Scientific K241, Birlesik Krallik), UV-VIS spektrofotometre
(Shimadzu V-1800, Japonya), ultrases cihazi (Ermaksan ULT 50-S, Tiirkiye),
mikrodalga ekstraktor (Sineo Mas II Plus, Sangay), HPLC (Shimadzu, Japonya)
HPLC kolon (Hichrom INODS3-250D, Birlesik Krallik).

3.4. Yontem

Bu tez calismasi kapsaminda farkli ekstraksiyon yontemleri ile c¢alisilmis ve
kullanilan yontemlerin ekstraksiyon verimine olan etkileri incelenmistir. Yapilan
analizler ile her bir yontem i¢in en uygun ekstraksiyon kosullar1 belirlenmistir. Tez
caligmast kapsaminda ¢oziicti ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon,
ultrases destekli ekstraksiyon olmak iizere ii¢ farkli ekstraksiyon yontemi ile
caligilarak bu islemlerin ekstraksiyon verimine etkileri incelenmistir. Bu
yontemlerin her birinde yanit yilizey metodu (RSM) kullanilmigtir. Farkli
ekstraksiyon tekniklerinin optimum kosullar ile ¢aligilarak seker otu bitkisindeki
steviol glikozitlerin (rebaudiozit A ve steviozit) miktarlari, toplam fenolik madde,
toplam flavonoid, antioksidan kapasite (ABTS yontemi) degeri belirlenmistir.
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3.4.1. Ekstraksiyon Islemleri

Kurutulduktan sonra &giitiilmiis seker otu yapraklarindan steviol glikozitlerin ve
biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyon islemi ¢o6ziicii ekstraksiyon yontemi,
mikrodalga destekli ekstraksiyon ve ultrases destekli ekstraksiyon olarak ii¢ farkli

yontemle gerceklestirilmistir.
3.4.1.1. Coziicii ekstraksiyon yontemi

Coziici ekstraksiyon yontemi isleminde yanit yiizey yontemi (RSM) kullanilarak
merkezi tiimlesik tasarim ile elde edilen deneme planinda bagimsiz degiskenler
EtOH konsantrasyonu (%0 — 100), siire (10 — 120 dk.), sicaklik (25 — 55 °C) ve
¢dziicli oram (10 — 120 mL/g) olmustur. Ilk olarak belirlenen orandaki EtOH
konsantrasyonuna sahip ve %0,1°lik HCI ile ¢ozeltiler hazirlanmistir. Ardindan
kapakli cam siselere alian ¢oziiciiler (100 mL) su banyosunda yedi dk. boyunca
belirlenen sicakliga 1sitilmistir. Daha sonra deneme planinda belirtilen ¢oziicii
oranina baglh olarak istenen miktarda tartilan 6giitiilmiis seker otu 1sitilan ¢ozelti
icine eklenmistir. Tekrar su banyosuna alinan siseler 3 dk.’da bir g¢alkalama
yapilarak ekstraksiyon islemi gergeklestirilmis ve belirlenen siire sonunda su
banyosundan alinmistir. Ekstaktlar falkon tiiplere alinarak 6000 rpm ve 5 dk. siire
ile santrifiijlenmistir (Centurion Scientific K241, Birlesik Krallik). Santrifiijlenen
orneklerin st fazi alinarak falkon tiiplere aktarilmistir (Sekil 3.3). Hazirlanan
ekstraktlar analizler ger¢eklesene kadar -18 °C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.3. Coziicii ekstraksiyon yontemi ve santrifiij islemi sonrasinda elde edilen
ekstraktlar

3.4.1.2. Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Mikrodalga destekli ekstraksiyon islemlerinde islem parametrelerinin etkileri RSM
ile belirlenmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon isleminde kullanilacak
parametreler ¢oziicii ekstraksiyon yontemi sonrasinda belirlenen sabit EtOH
konsantrasyonu ve ¢oziicii oraninda gerceklestirilmistir. Coziicli oranina gore
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belirlenen miktarda tartilan 6giitiilmiis seker otu kapakli cam siseye aktarilmig ve
tizerine 100 mL EtOH c¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra i¢ine manyetik balik
konularak kapagi kapatilmustir (Sekil 3.4). Kapakli cam sise mikrodalga
ekstraktore (Sineo Mas II Plus, Sangay) yerlestirildikten sonra deneme planina
bagli olarak farkli zaman (1 — 25 dKk.), farkli sicakliklar (20 — 55 °C), sabit gligte
(700 W) ve 250 rpm’de ekstraksiyon islemleri gerceklestirilmistir. Islem
sonrasinda hizl bir sekilde falkon tiiplere aktarilan ekstrakt 6000 rpm, 5 dk. siire
ile santrifiijlenmistir. Son olarak elde edilen siipernatant kisim pipetle alinarak
falkon tiiplere aktarilmustir. Elde edilen ekstraktlar analizler gerceklesene kadar -
18 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.4. Mikrodalga ekstraktor, ekstraktlarin mikrodalga islem oncesi ve sonrast
goruntimu
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3.4.1.3. Ultrases destekli ekstraksiyon

Ultrases destekli ekstraksiyon isleminde bagimsiz degiskenlerin etkisi RSM
kullanilarak belirlenmistir. Ultrases destekli ekstraksiyon yonteminde EtOH
konsantrasyonu ve ¢oziicii oran1 bir 6nceki ¢aligma baz alinarak sabit tutulmustur.
Ultrases destekli ekstraksiyon yonteminde ilk asamada ¢oziicii oranina bagli olarak
ogitiilmiis seker otu tartilmistir. Kapakli cam siselere aktarilan seker otu lizerine
cozelti eklenmistir. Ultrases cihazina 5 L saf su eklenerek deneme planina gore
istenilen parametreler ayarlanmigtir. Hemen ardindan siseler ultrases cihazina
(Sekil 3.5) yerlestirilmistir. Deneme planinda olusturulan farkli sicakliklar (20 —
55 °C), farkl siireler (10 — 50 dk.) ve 540 W sabit giicte ekstraksiyon islemleri
gerceklestirilmistir. Islemler sonunda ¢ozelti hizli bir sekilde falkon tiiplere
aktarilmustir.  Santrifiijde 6000 rpm, 5 dk. siire ile santrifiij islemi
gerceklestirilmistir. Son olarak iist faz bir diger falkon tiipe aktarilmig ve elde
edilen 6rnekler analizler gerceklesene kadar -18 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.5. Ultrases destekli ekstraksiyon, ekstraktlarin ultrases isleminden 6nceki

ve sonraki goriniimi
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3.4.2. Seker Otu Ekstraktlarina Uygulanan Analizler

Cozict ekstraksiyon yontemi, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve ultrases
destekli ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen seker otu ekstraktlarina HPLC ile
steviol glikozit (rebaudiozit A ve steviozit) miktari, toplam fenolik madde, toplam
flavonoid, antioksidan kapasite (ABTS yontemi) ve LC/Q-TOF/MS analizleri
yapilmigtir.

3.4.2.1. Toplam kuru madde miktari

Toplam kuru madde miktar1 analizi i¢in ilk asama kullanilacak olan tartim
kaplarin1 sabit tarttma getirmektir. Bunun i¢in tartim kaplar1 etiivde (Lab.
Companion ON-11E, Giiney Kore) 105 °C’de iki saat siire boyunca tutulmus
ardindan desikatore alinarak sogutulmustur. Sogutulan tartim kaplarinin darasi
alinarak her birine 5 = 0,01 g tartilan ogutilmis seker otu eklenmistir. Etiive
alinan 6rnekler 105 °C’de sabit tartima ulasana kadar bekletilmis (Sekil 3.6) daha
sonra desikatorde sogutularak ve son tartimlar alinarak kuru madde miktar1 %KM
cinsinden asagidaki formiil ile hasaplanmistir (AOAC 1998).

%KM = [(my-mg)/(m3-mg)] x 100
Mo: Tartim kabi darasi (g)
m;: Kurutma Oncesi tartim kabi darasi + 6rnek agirlig: (g)

m,: Kurutma sonrasi tartim kabi darasi + drnek agirligi (g)

Sekil 3.6. Toplam kuru madde analizi sonrasi sabit tartima ulagmis seker otu
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3.4.2.2. Toplam mineral (kiil) miktar1

Toplam mineral (kiil) miktar1 tayini AOAC (1988) yontemi baz alinarak
gerceklestirilmistir. 11k olarak krozeler 105 °C’de sabit tartima ulasmalari igin iki
saat boyunca etiivde bekletilmistir. Desikatore alinan krozeler sogutularak darasi
alinmistir. Ardindan her bir krozeye 0,5 + 0,01 g 6rnek tartilarak kiil firininda
(MagmaTherm MT1110-E4, Tiirkiye) kademeli olarak sicakligi artirilarak 550
°C’de 6 saat yakilmasmin ardindan desikatorde sogutulmustur (Sekil 3.7). Arda
kalan agirlik tizerinden toplam mineral (kiil) miktar1 yiizde olarak hesaplanmustir.

X

Sekil 3.7. Toplam mineral (kiil) miktar1 analizi sonrasi sabit tartima ulasmis seker
otu

3.4.2.3. Steviol glikozitlerin (Rebaudiozit A ve Steviozit) miktarlarimin HPLC
ile belirlenmesi

Steviol glikozitlerin miktarlarinin belirlenmesi HPLC ile Jentzer vd. (2015)’nin
onerdigi metoda gore yapilmistir. Cozici ekstraksiyon yontemi, mikrodalga
destekli ekstraksiyon ve ultrases destekli ekstraksiyon sonucunda elde edilen tiim
ekstraktlar 0,45 um’lik filtreden gegirilerek viallere aktarilmistir. HPLC kolonu ve
caligma kosullar1 ise su sekildedir: Hichrom ODS-3 kolon (4,6 mm x 250 mm x 5
um), 210 nm dalga boyunda UV dedektor, degazer, pompa, 40 °C kolon sicakligt,
1 mL/dk akis hizi, 20 puL enjeksiyon miktar1 ve 12 dk. analiz siiresi ayrica mobil
faz ise asetonitril:su (31:69 v/v) olacak sekilde %0,1°lik formik asit ile birlikte
hazirlanmistir  (pH: 2,3). Rebaudiozit A ve steviozit standartlar1 farkli
konsantrasyonlarda hazirlanarak (200, 150, 100, 50, 25, 10 ppm) kalibrasyon
egrileri  olusturulmustur. Rebaudiozit A ve steviozit i¢in 200 ppm
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konsantrasyondaki ornek kromatogramlart sirasiyla Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°da
sunulmustur. Ornek verilen standart kromatogramlar incelendiginde rebaudiozit A
ve steviozit i¢in alikonma siirelerinin sirasiyla 8.5 dk. ve 9.1 dk. oldugu
belirlenmistir. Rebaudiozit A ve steviozit i¢in olugturulan kalibrasyon egrileri
sirasiyla Ek 1 ve Ek 2°de verilmistir.

100m[\)/etector A:210nm
& Rebaudiozit A
50+
25+
AL S I B B B Do R B
4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 min

Sekil 3.8. Rebaudiozit A standard: i¢in kromatogram 6rnegi

10 mV
“Detector A:210nm

(=)

Steviozit
75

50

25+

0 T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T I I T ‘ T T I I ‘ I I T T ‘ T T T T ‘
40 50 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 min

Sekil 3.9. Steviozit standardi i¢in kromatogram ornegi
3.4.2.4. Toplam fenolik madde miktari

Toplam fenolik madde miktar1 analizi, Sarkis vd. (2014)’nin yontemi gbz oniinde
bulundurularak gerceklestirilmistir. Ik olarak 2,37 mL saf su eklenen tiiplere 30
pL elde edilen ekstraktlardan aktarilmis olup 150 uL Folin - Ciocalteu reaktifi
eklenmis ve 8 dk. boyunca karanlikta bekletilmistir. Daha sonra 450 uL doygun
sodyum karbonat (Na,COs3) ¢ozeltisi eklenmis ve vortekslenerek karigtirilmasi
saglanmistir. Etiive alman oOrnekler 40 °C sicaklikta 30 dk. siire boyunca
bekletilmistir. Son olarak orneklerin UV-VIS spektrofotometrede (Shimadzu V-
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1800, Japonya) 750 nm dalga boyunda absorbans degeri okunmustur. Elde edilen
absorbans degerleri ve gallik asit standart egrisi kullanilarak sonuglar “mg gallik
asit esdegeri (GAE)/g Ornek” olarak hesaplanmistir. Toplam fenolik madde
miktar1 analizi i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi Ek 3’te verilmistir.

3.4.2.5. Toplam flavonoid miktari

Toplam flavonoid miktari analizi, Kim vd. (2003)’nin belirledigi yonteme gore
yapilmustir. Ik olarak 1:10 v/v oraminda seyreltilmis ekstraktlardan 1 mL
eklenmistir. Uzerine 0,3 mL %5’lik NaNO, (sodyum nitrit) eklenerek 5 dk.
boyunca karanlikta bekletilmistir. Daha sonraki asamada 0,3 mL %10’luk
AICl3.6H,0 (aliiminyum kloriir hekzahidrat) eklendikten sonra ise 1 dk. boyunca
bekletilmistir. Ardindan 2 mL 1 M NaOH (sodyum hidroksit) ¢ozeltisi eklenmis
ve son olarak 2,4 mL saf su koyularak 510 nm dalga boyunda UV-VIS
spektrofotometrede absorbans ol¢timii gergeklestirilmistir. Elde edilen absorbans
degerleri katesinin standart olarak kullanildig1 kalibrasyon egrisi ile hesaplanarak
mg KE/g olarak ifade edilmistir. Toplam flavonoid degeri i¢in kullanilan
kalibrasyon egrisi Ek 4°te verilmistir.

3.4.2.6. Antioksidan kapasite

ABTS yontemi ile antioksidan kapasite analizi, Cemeroglu (2010)’na gore
yapilmigtir. ABTS radikalinin hazirlanmasi i¢in ilk olarak 0,0384 g ABTS tartilip
bir miktar saf suda ¢6ziindiiriilerek 10 mL’1ik bir balon jojeye aktarilmigtir. Ayrica
hazirlanan 12,25 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisinden 2 mL alinarak ilave
edilmistir. Ardindan balon joje, saf su ile hacmine tamamlanmistir. Elde edilen
karigim oda sicakliginda ve karanlikta 12 — 16 saat bekletilmis ve boylelikle, 2,45
mM potasyum persiilfat iceren 7 mM ABTS radikal ¢ozeltisi elde edilmistir. PBS
(fosfat tamponlu tuz ¢ézeltisi; pH 7,4) ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle ise
19 mL 0,2 M monobazik sodyum fosfat ¢ozeltisi ile 81 mL 0,2 M dibazik sodyum
fosfat ¢ozeltileri karigtirllmistir. Ardindan bu karigima 8,77 g sodyum kloriir
eklenip, 1 L’lik balon joje icerisinde saf su ile hacmine tamamlanmistir.

Analiz i¢in oOncelikle ABTS radikal c¢ozeltisi, PBS c¢ozeltisi ile UV-VIS
spektrofotometrede (Shimadzu V-1800, Japonya) 734 nm dalga boyunda
absorbans degeri 0,700 (£0,02) olana kadar seyreltilmistir. Seyreltilen ABTS
radikal ¢ozeltisinden spektrofotometre kiivetine 2,98 mL aktarilip, baslangi¢ (0.
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dk.) absorbans degeri not edilmistir. Ardindan radikalin bulundugu kiivete 1:10
(v/v) oraninda seyreltilmis 20 pL ekstrakt ilave edilip siire baglatilmigtir. Alti
dakika sonunda 734 nm dalga boyundaki absorbans degeri (6. dk.) kaydedilip
ylizde inhibisyon degeri, asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar
troloks standard: ile olusturulumus kalibrasyon egrisi ile pmol TE/g olarak ifade
edilmistir (Ek 5).

% inhibisyon = [((0. dk. absorbans) — (6. dk. absorbans)) / (0. dk. absorbans)] x
100

3.4.2.7. LC/Q-TOF/MS analizi (Sivi Kromatografisi-Ugus Zamanh Kiitle
Spektrometresi)

LC/Q-TOF/MS cihaz1 ile gergeklestirilen analiz, ekstraktlarin iyonlastirilarak
kuadropol ve ugus =zamanli dedektorler yardimiyla kalitatif —olarak
gergeklestirilmistir. Kromatografik ayrim; ikili pompa, gaz giderici, otomatik
ornek dagitict ile donatilmig bir HPLC Agilent 1260 Infinity serisi (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, ABD) kullanilarak Sengel vd. (2018)’ne gore
gergeklestirilmistir. Poroshell 120 EC-C18 (3,0 x 50 mm x 2.7 um) (Agilent)
kolonu bilesikleri ayirmak i¢in tercih edilmistir. Mobil fazlar tabloda verilen
basamaklara dayanan gradient yikama kullanilarak su ve %0,1 formik asit karigimi
mobil faz A ve asetonitril mobil faz B olarak kullanilmigtir. Mobil faz akig
diyagrami Cizelge 3.1°de sunulmustur. Kolon sicakligi 35 °C, enjekte edilen 6rnek
hacmi 3 pL, akis hiz1 0,4 mL/dk. olarak belirlenmistir. MS analizi kurutucu gaz
akist 14,0 L/dk., nebildzor gaz basinct 35 psi; kurutucu gaz sicakligr 290 °C;
sheath gaz sicakligi 400 °C, sheath gaz akisi 12 L/dk. azotta pozitif iyon
donatilmis bir Agilent 6550 Q-TOF/MS kullanilarak yuritilmustir. Kiitle
spektrumlar1 50 — 1700 m/z’lik bir kiitle araliginda pozitif ve negatif iyonizasyon
modunda kaydedilmistir. Entegrasyon ve veri detaylandirma ‘“MassHunter
Workstation” yazilimi  kullanilarak — gergeklestirilmistir.  Agilent METLIN
Metabolomiks veri tabani, kiitliphaneye tam kiitle kisisel bilesik veri tabani ve
kiitiiphanesi (METLIN_AM_PCDL) analitleri tanimlamada kullanilmustir.
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Cizelge 3.1. LC/Q-TOF/MS analizi mobil faz akis diyagrami

Siire (dk.) Mobil Faz
0 %5 B
8 %15 B
10 %20 B
13 %25 B
18 %30 B
20 %45 B
24 %60 B
27 %80 B
30 %90 B
32 %5 B
3 Sartlanma dongiisii

3.5. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiki Analizler

Verilerin istatistiki degerlendirilmesi SPSS paket programi (SPSS 7.0, ABD)
kullanilarak yapilmistir. Elde edilen verilerde, sonuglar {izerine parametrelerin
etkisi varyans analizi (ANOVA) ile tespit edilmis ve ortalamalar arasindaki
farklilik  (P<0,05) Duncan ¢oklu Kkarsilastirma testi ile Dbelirlenmistir.
Optimizasyon, Design-Expert (Design-Expert 7.0, USA) adli istatistik programi
kullanilarak yanit yiizey metodu (Response Surface Methodology, RSM)
uygulanarak yapilmistir. Deneysel veriler ikinci derece polinom modeline

ortiistiiriilmiis ve regresyon katsayilari ¢oklu dogrusal regresyon ile elde edilmistir:

k k k-1 k
Y=p,+ 2 BX; + 2 BX7+ 2 2 B, XiX;
i=1 i=1 i=1 j=2

i<j

Burada Y tahmin edilen bagimli degisken; X; ve X;,Y degerini etkileyen bagimsiz
degiskenler (i # j); fo fi Pii Bij sirastyla kesisim, dogrusal, ikinci dereceden ve
etkilesim terimlerinin regresyon katsayilaridir; K ise degisken sayisini ifade
etmektedir.

Modelin dogrulugu, programimn ANOVA ¢iktilar1 olan uyum eksikligi (lack of fit),
uyum katsayisi (R?) ve Fisher test degerine (F-degeri) gore degerlendirilmistir
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Stevia rebaudiana (Seker otu) Bitkisine Ekstraksiyon Islemleri
Oncesi Yapilan Analizler

Calismada kullanilan ayiklanmig, kurutulmus ve 6giitiilmiis seker otu bitkisine,
ekstraksiyon iglemleri 6ncesinde toplam kuru madde (TKM) analizi ve toplam
mineral (kiil) analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir.
Bu calismada kullanilan kurutulmus ve 6giitiilmiis seker otunun TKM igeriginin
%93,6 oldugu saptanmistir. Kurutulmus seker otu yapraklarinda TKM miktarinin
belirlendigi c¢alismalar incelendiginde; %94,6 (Abou-Arab vd., 2010), %93
(Kovacevi¢ vd., 2018), %89,3 — 95,5 (Gasmalla vd., 2014a), %87 — 90 (Téllez vd.,
2018), %93,15 - 98,77 (Lemus-Mondaca vd., 2016) araliklarinda TKM miktari
tespit edildigi ve bu calismada elde edilen TKM miktariyla karsilastirilabilir
oldugu anlasilmaktadir. Bir baska arastirmada seker otunun giines (agik hava),
etiiv. ve mikrodalga ile kurutulmasi sonucunda TKM miktarlarinin sirasiyla;
%89,27, %92,54, %95,55 olarak elde edildigi bildirilmistir (Gasmalla vd., 2014b).

Cizelge 4.1 incelendiginde kurutulmus ve ogiitilmis seker otundaki toplam
mineral (kiil) igerigi %10,9 olarak belirlenmistir. Khiraoui vd. (2017), tarafindan
yapilan ¢alismada Fas’da alti farkli bolgeden hasat edilen seker otu yapraklari
kurutulmus ve toplam mineral (kiil) miktarlarinin %8,13; 9,83; 7,37; 11,28; 10,34;
8,82 oldugu tespit edilmistir. Bir diger arastirmada seker otu yapraklarindaki
toplam mineral (kiil) miktarinin %8,16 oldugu belirtilmektedir (Martins vd.,
2016). Diger ¢aligmalarda ise kurutulmus ve 6giitiilmiis seker otu yapraklarindaki
toplam mineral (kiil) miktar1 %10,72 (Gupta vd., 2012), %11 (Savita vd., 2004)
olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Ekstraksiyon islemi oncesi seker otu yapraklarinin 6zellikleri*

Analiz Birim Deger
Toplam kuru madde % 93,6 + 0,08
Toplam mineral (kiil) miktar1 % 10,9+ 0,15

*Degerler “ortalama + standart sapma” olarak verilmistir.
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4.2. Farkh Ekstraksiyon Yontemleri ile Seker Otundan Steviol
Glikozitler ve Fenolik Maddelerin Ekstraksiyonu Islemleri

Tez caligmasinin amaci, kurutulmus ve oOgitiilmiis seker otundan steviol
glikozitlerin ve antioksidan o&zellikli maddelerin ekstraksiyonunda ¢oziicii
ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve ultrases destekli ekstraksiyon
olmak tizere ii¢ farkli metodun etkilerinin belirlenmesidir. Ekstraksiyon
tekniklerinde parametrelerin etkileri yanit yiizey yontemi (RSM) kullanilarak
merkezi timlesik dizayn ile belirlenmistir. Ekstraksiyon islemlerinin
etkinliklerinin test edilmesinde seker otunda bulunan iki temel steviol glikozit
(rebaudiozit A ve steviozit) ve ayrica toplam fenolik madde, toplam flavonoid ve
antioksidan kapasite degerleri g6z 6niinde bulundurulmustur. Seker otunun diisiik
kalorili dogal bir tatlilandirict olmasi, bu bitkiden ¢esitli yontemlerle steviol
glikozitlerin ekstraksiyonu konusunda c¢alismalar yapilmasini saglamistir. Her bir
ekstraksiyon tekniginde parametrelerin etkileri degerlendirildikten sonra
optimizasyon ¢alismasi ile en uygun islem parametreleri de ayrica belirlenmistir.
Optimum islem kosullari, tim bagimli degiskenlerin en yiliksek degerlerde

olmasini saglayan bagimsiz degiskenlerin program c¢iktis1 olarak belirlenmistir.

4.2.1. Coziicii Ekstraksiyon ve Coziicii Ekstraksiyon islemine Etki Eden
Faktorlerin Degerlendirilmesi

Coziicii ekstraksiyon yonteminde bagimsiz degiskenler; EtOH konsantrasyonu
(%0 — 100), ¢oziicti oran (10 — 120 mL/g), sicaklik (25 — 55 °C) ve siire (10 — 120
dk.) olarak belirlenmistir. Dordii merkez noktast olmak iizere dort faktorli deneme
dizayn1 28 deneyden olusmustur. Olusturulan 28 deney i¢in bagimsiz degiskenler
ile analizlerle belirlenen bagimli degiskenler Cizelge 4.2°de sunulmustur. Analiz
sonuglar1 incelendiginde rebaudiozit A miktarinin 32,99 ile 40,77 mg/g; steviozit
miktarinin 52,72 ile 63,87 mg /g; TFM miktarinin 41,26 ile 66,00 mg GAE/g; TF
miktarinin 27,21 ile 40,68 mg KE/g; TEAK (ABTS) degerinin ise 469,80 ile
737,40 umol TE/g araliginda degistigi goriilmektedir. Rebaudiozit A ve steviozitin
¢oziicii ekstraksiyon yonteminde HPLC ile analizine ait 6rnek bir kromatogrami
Sekil 4.1°de verilmektedir.

Cozici ekstraksiyon islemine ait model regresyon katsayilari ve tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) sonuglart Cizelge 4.3’te sunulmustur. Uyum katsayilar1 (R?)
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rebaudiozit A igin 0,9858; steviozit i¢in 0,9782; TFM miktar1 i¢in 0,9895; TF
miktari i¢in 0,9884 ve TEAK (ABTYS) igin ise 0,9858 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.3’te rebaudiozit A miktarina stirenin, sicakligin ve ¢éziicii oraninin etkili
oldugu (P<0,001); EtOH konsantrasyonun etkisinin istatistiki agidan anlamli
olmadig1 goriilmektedir (P>0,05). Bagimsiz degiskenlerin etkilesimli etkileri
rebaudiozit A miktar1 i¢in incelendiginde, siire x ¢0zlicii oraninin etkisi istatistiki
olarak anlamli bulunmustur (P<0,05). Ikinci derece etkilerden EtOH
konsantrasyonu (P<0,001), siire ve sicakligin (P<0,01) anlamli etkileri tespit
edilirken; ¢o6ziici oranmmmin ikinci derece etkisi istatistiki olarak anlamsiz
gorilmiistiir (P>0,05).

Her bir bagimsiz degiskenin dogrusal etkisi steviozit miktari i¢in incelendiginde
EtOH konsantrasyonu ve siire (P<0,01), sicaklik ve ¢oziicii oran1 (P<0,001), EtOH
konsantrasyonu x siire, EtOH konsantrasyonu x sicaklik, siire x ¢0ziicli orant,
sicaklik x ¢oziicii oran1 (P<0,001), EtOH konsantrasyonu x ¢6ziicii oraninin etkisi
anlamli olarak gorilirken (P<0,01), siire x sicaklik istatistiki olarak anlamli
degildir sonucuna ulasilmistir (P>0,05). Ikinci derece etkilerden EtOH
konsatrasyonu ve ¢oziicli oran1 (P<0,001) ile sicakligin steviozit miktar tizerinde
etkisi istatistiki olarak anlamli bulunmustur (P<0,05).

Siire, sicaklik, ¢oziicii oran1 degiskenleri TFM miktarini (P<0,001) anlamli olarak
etkilerken EtOH konsantrasyonunun etkisinin istatistiki agidan 6nemsiz oldugu
goriilmiistiir (P>0,05). Bagimsiz degiskenlerin etkilesimli etkileri TFM miktari
i¢in incelendiginde yalnizca sicaklik x ¢dziicii oraninin etkilesimli etkileri 6nemli
oldugu (P<0,001); ikinci derece etkilerinden ise yalmzca EtOH
konsantrasyonunun etkili oldugu goériilmistiir (P<0,001).

Islem parametrelerinin dogrusal etkilerinin TF miktar1 iizerine etkileri ele
alindiginda, EtOH konsantrasyonu, siire, sicaklik, ¢oziicii oranimin etkilerinin
oldugu sonucuna ulagilmigtir (P<0,001). Etkilesimli etkiler incelendiginde EtOH
konsantrasyonu x ¢Oziicii oram1 (P<0,01) ve siire x sicaklik etkilesimlerinin
(P<0,001) etkili oldugu ayrica ikinci derece etkilerinden EtOH konsantrasyonunun
(P<0,001), siire ve sicakhigin'TF miktar1 tizerine etkileri istatistiki olarak anlamli
bulunmustur (P<0,01).
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Uygulanan modelde her bir bagimsiz degiskenin TEAK (ABTYS) iizerine etkisinin
oldugu goriilmiistiir (P<0,001). Etkilesimli etkiler incelendiginde ise sicaklik x
¢oziici oram1 (P<0,05) ayrica her bir parametrenin ikinci derece etkilerinin
istatistiki olarak anlamli oldugu sonucu elde edilmistir (P<0,01).

Yanit yiizey metodunda kullanilan bagimli degiskenler rebaudiozit A miktari,
steviozit miktari, TFM miktari, TF miktari, TEAK (ABTS) degerine ait model
denklemleri EtOH konsantrasyonu (A), siire (B), sicaklik (C) ve ¢6ziicli orani (D)
bagimsiz degiskenlerine bagl sadece istatistiki olarak anlamli (P<0,05) model

parametreleri kullanilarak verilmistir.

Model denklemi: Y = fy + 14 + BB + B3C + BsD+ P1a(AxB) + B13(AXC) +
ﬁm(A}CD) + ﬂzg(BxC) + ﬁ24(BxD) + 1334(CXD) +1311A2 + ﬂzsz + ﬂ33C2 + ﬁ44D2

Y (Rebaudiozit A) = 11,12 + 0,13x(B) + 0,64x(C) + 0,09x(D) — 3,14x10™*x(BxD)—
1,44x107°x(A?) — 3,96x10x(B?) — 6,31x107°x(C?)

Y (Steviozit) = 51,95 + 0,12x(A) — 0,09x(B) + 0,29x(C) + 0,02x(D) + 1,31x10°
(AxB) + 4,50x10“*x(AXC) - 8,20x10™x(AxD) + 1,03x10°x(BxD)+ 4,13x10"
3x(CxD) — 3,55x10°x(A?)- 8,80x103x(C?)- 1,13x10°x(D?)

Y (TFM) = -6,75+ 0,11(B) + 0,88x(C) + 0,40x(D) - 4,87x10°x(CxD) — 5,38x10"
3X(A2)

Y (TF) = 10,16 + 0,29x(A) + 0,11x(B) + 0,07x(C) + 0,14x(D) + 8,42x10™*x(AxD)
—3,21x10°%x(BXC) — 2,66x10°x(A%) + 4,05x10*x(B?) + 4,87x10°x(C?)

Y (TEAK (ABTS)) = 506,31 + 3,00x(A) — 1,30x(B) — 10,93x(C) + 1,70x(D) +
0,04x(CxD) — 0,01x(A?) + 0,02x(B?) + 0,22x(C?) + 0,02x(D?)
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Cizelge 4.2. Coziicti ekstraksiyon isleminde kullanilan parametreler ve analizler sonucunda elde edilen bagimhi degiskenlere ait

sonuglar
Bagimsiz degiskenler Bagimh degiskenler
Deney EtOH .. Coziicii . Steviozit TEAK
No* Kons. (S(;I:(; Sicaklik orant Rebaudiozit A TFM TF (ABTS)
(%) ' 0 (mL/g) (mg/g) (mg/lg) (mgGAE/g) (mgKE/g) (umol TE/g)

1 75 38 48 93 37,46 59,15 57,12 37,93 638,94
2 25 93 48 38 38,42 54,34 54,10 35,52 645,25
3 50 65 40 10 35,76 55,74 43,76 27,95 530,80
4 50 65 40 65 38,53 62,47 55,70 35,81 579,46
5 75 38 33 93 36,37 55,76 53,69 35,87 603,99
6 50 65 40 120 40,77 63,38 66,00 40,68 708,95
7 75 93 33 38 37,33 57,59 46,82 32,84 605,64
8 25 38 33 93 35,97 60,08 54,50 33,49 586,10
9 50 120 40 65 40,25 62,94 52,86 37,78 705,60
10 25 93 33 38 37,29 57,51 45,00 30,95 540,40
11 50 65 40 65 38,93 62,55 55,02 33,84 574,89
12 75 93 48 38 38,78 59,20 50,53 32,24 688,60
13 25 38 48 93 37,53 61,59 58,54 35,91 650,57
14 50 65 40 65 38,71 63,05 54,90 35,12 586,37
15 75 93 33 93 39,53 59,45 59,03 39,34 691,06
16 50 65 40 65 39,03 63,13 55,90 34,72 581,71
17 100 65 40 65 34,92 52,72 42,00 30,16 563,12
18 25 93 33 93 38,59 61,51 57,33 35,43 660,79
19 25 38 33 38 34,08 59,79 42,14 27,21 469,80
20 25 38 48 38 35,03 57,15 48,92 31,71 545,10
21 75 38 33 38 32,99 55,27 41,30 28,18 511,80
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Cizelge 4.2. Coziicii ekstraksiyon igleminde kullanilan parametreler ve analizler sonucunda elde edilen bagimli degiskenlere ait
sonuglar (Devami)

Bagimsiz degiskenler Bagimh degiskenler
Deney EtOH .. Coziicii . Steviozit TEAK
No* Kons. (S(;I:(; Sicaklik orant Rebaudiozit A TFM TF (ABTS)
(%) ' 0 (mL/g) (mg/g) (mg/lg) (mgGAE/g) (mgKE/g) (umol TE/g)

22 0 65 40 65 35,37 55,49 41,26 25,98 510,00
23 75 38 48 38 35,23 57,16 47,30 31,35 562,80
24 50 10 40 65 34,83 61,42 52,60 34,10 529,96
25 50 65 55 65 38,99 63,08 58,56 37,12 684,33
26 50 65 25 65 35,65 58,94 51,21 34,50 553,14
27 25 93 48 93 39,71 63,57 58,47 36,10 712,70
28 75 93 48 93 40,18 63,82 59,93 39,27 737,40

*Harmanlanmisg sira
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Cizelge 4.3. Cozici ekstraksiyon isleminin yanit yiizey metoduna (RSM) ait istatistiki analiz sonuglar1 ve model katsayilari

Model parametreleri Katsay1  Rebaudiozit A Steviozit TEM TF TEAK (ABTS)
Kesisim Bo +11,12" +51,95" 6,75 +10,16™ +506,31""
Dogrusal
EtOH kons. (%), A i +0,11 +0,12" +0,56 +0,29™" +3,007"
Siire (dk), B B> +0,13™ -0,09” +0,117 +0,117" 1,307
Sicaklik (°C), C Bs +0,64" +0,29" +0,88™" +0,07" -10,93™
Coziicii oram (mL/g), D Bs +0,09™" +0,02" +0,40™" +0,14™ +1,707
Etkilesimli
EtOH kons.x Siire, A x B B2 +2,15x10™ +1,31x10%™ +5,55x10™ +3,35x10™ +8,87x107
EtOH kons x Sicaklik, A x C Bis +2,28x10™ +4,50x10%" -2,34x10° -1,53x10° -0,03
EtOH kons x Coziicii orant, AxD B1a +2,03x10™ -8,20x10™™ +4,67x10™ +8,42x10™" -9,73x10°3
Siire x Sicaklik, B x C Bas -4,49 +2,20x10™ -1,64x107 -3,21x% +0,02
Siire x Coziicii orani, B x D Boa -3,14x10™*" +1,03x10°%" -4,86x10™ -2,61x10™ -5,62x1073
Sicaklik x Céziicii orani, C x D Baa -4,10x10™ +4,13x10°%™ -4,87x10°%™ -1,08x10°3 -0,04"
ikinci derece
EtOH kons. x EtOH kons., A? B -1,44x10% -3,55x10% -5,38x10"" -2,66x10°" 0,01
Siire x Siire, B? Bz -3,96x10™*" -2,68x10™ +1,19x10™ +4,05x10™" +0,02™
Sicaklik x Sicaklik, C? Bas -6,31x10%" -8,80x10°% -8,26x10™ +4,87x10% +0,022™
Coziicii oram x Coziicii orani, D Bas -1,58x10™ -1,13x10°™ -6,31x10° -1,32x10™ +0,02™
R? 0,9858 0,9782 0,9895 0,9884 0,9858
Ayarlanmis R 0,9705 0,9548 0,9782 0,9760 0,9704
p-degeri <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
F-degeri 64,50 41,70 87,74 79,37 64,33
Uyum eksikligi (Lack of fit) 0,20 0,10 0,11 0,91 0,05

Onem diizeyleri: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
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Yanit ylizey yonteminde uygulanan bagimsiz degiskenlerin rebaudiozit A miktari
tizerine etkileri Sekil 4.2°de; steviozit miktar1 lizerine etkileri Sekil 4.3’te; TFM
miktari tizerine etkileri Sekil 4.4’te; TF miktari tizerine etkileri Sekil 4.5’te; TEAK
(ABTS) degerine etkileri ise Sekil 4.6’da verilmistir.

Sekil 4.2°de siire ve EtOH konsantrasyonunun etkilesimli etkileri incelendiginde,
stire artis1 rebaudiozit A miktarini artirirken; EtOH konsantrasyonunun %50 - 60
oldugu araliga kadar rebaudiozit A miktarinin arttig1, yiiksek konsantrasyonlarinda
diistise gectigi goriilmektedir. Sicaklik ve EtOH konsantrasyonunun etkilesimli
etkileri grafik tizerinde incelendiginde 40 — 45 °C’ye kadar rebaudiozit A’da artis
gozlemlenirken daha yiiksek sicakliklarda ise miktarin sabite ulagtigi;; EtOH
konsantrasyonunun %350’ye kadar rebaudiozit A miktarmi artirdigi; daha yiiksek
konsantrasyonlarda ise rebaudiozit A miktarinin azalmaya basladig:
gozlenmektedir. Cozilicii oraninin artig1 rebaudiozit A miktarin1 dogrusal olarak
artirirken EtOH konsantrasyonunun %50 konsantrasyonu ile ¢oziicli oraninin en
yiiksek oldugu degerde rebaudiozit A’nin en fazla miktarda elde edildigi sonucuna
varilmaktadir. Sicaklik ve siirenin etkilesimli etkilerinde ise siirenin 80 - 120 dk.
oldugu arahigin ve 40 °C’den sonraki sicaklik degerlerinin rebaudiozit A
miktarinin artisi i¢in oldukea etkili oldugu goriilmektedir. Coziicii orani ve siirenin
etkilesimli etkilerin incelenmesi ile her iki bagimsiz degiskenin artmasi
rebaudiozit A miktarinda dogrusal bir artiga neden olmaktadir. Coziicli orant ve
sicaklik parametrelerinin etkilesimli etkileri ele alindiginda ise ¢6ziicii oraninin
artis1 rebaudiozit A miktarin1 dogrusal olarak artirirken sicakligin 40 — 45 °C
oldugu noktalara kadar miktarin arttigi daha sonra sabit konuma gegtigi
gozlenmektedir. Das vd. (2015), seker otunda ¢oziicii ekstraksiyon isleminde 60
°C wve izeri sicakliklarda rebaudiozit A’da bozunma gerceklestigini

vurgulamiglardir.

Sekil 4.3’te siire ve EtOH konsantrasyonun etkilesimli etkilerin steviozit miktarina
olan etkisi incelendiginde EtOH konsantrasyonunun %50 — 60 oldugu noktalara
kadar steviozit miktarmin arttig1 sonrasinda azalisa gectigi, siirenin artmasiyla
birlikte dogrusal bir sekilde azalmaya basladigi gériilmektedir. Ameer vd. (2017a),
kurutulmus ve ogiitiilmiis seker otunda ekstraksiyon siiresinin artisinin EtOH
¢Ozeltisinin bitki materyali ile olan temas siiresini uzatacagindan dolay1 seker otu
yapraklarindan steviozitin geciginin daha iyi olacagini belirtmiglerdir. Polar

¢Oziici olan EtOH, hiicre matrisinin yapisal konformasyonunda degisiklik
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yarattigin1 dolayisityla hedef bilesenlerin (rebaudiozit A ve steviozit) ¢oziicilye
gecisinin kolaylastigini bildirmislerdir. Sicaklik ve EtOH konsantrasyonunun
etkilesimli etkilerinin benzer etki yarattigi gozlenmektedir. Coziicii oraninin
artmasi ile birlikte steviozit miktarinin arttigt bununla birlikte EtOH
konsantrasyonunun %50 — 60 arasinda oldugu noktalarda steviozitin en yiiksek
miktarlara ulastigi goriilmektedir. Sicaklik ve siirenin etkilesimli etkileri
degerlendirildiginde, 40 °C ve tizeri sicakliklarda, siireninise 47 dk. ve tizeri
oldugu noktalarda steviozit miktarmin sabit bir sekilde devam ederek yiiksek
miktarlarda elde edildigi sonucuna ulasilmaktadir. Siire ve sicakligin ¢6ziicli orant
ile birlikte olan etkilesimli etkileri ele alindiginda benzer sonuglar goriilmektedir.
Steviozit miktarmin artan siire, sicaklik ile ilk once arttigi sonra azalisa gegtigi
gortiliirken ¢oziicii oraninin 65 mL/g oldugu noktaya kadar steviozit miktarmin
arttig1 daha sonra azalmaya basladigi sonucuna ulasilmaktadir. Ameer vd. (2017a),
seker otunda yapmis olduklar ekstraksiyon isleminde siireyle birlikte artan EtOH
konsantrasyonunun rebaudiozit A ve steviozit miktarlarint artirdigini daha sonra
ise azalttigini bildirmislerdir.

Sekil 4.4 incelendiginde siire ve sicaklik parametrelerinin EtOH konsantrasyonu
ile etkilesimli etkileri sonucunda benzer etkiler ortaya ¢iktigi goriilmektedir. Artan
stire ve sicaklik ile TFM miktarinin arttigr, EtOH konsantrasyonunun %50 — 60
arasinda oldugu noktalarda ise TFM miktarmin arttigi sonrasinda ise diisiise
gectigi gozlenmektedir. Coziici oran1 ve EtOH konsatrasyonunun etkilesimli
etkileri incelendiginde ¢oziicii oranmnin artmast TFM miktarinin dogrusal olarak
artmasina, EtOH konsantrasyonun ise %50 — 60’a kadar oldugu noktalarda TFM
miktarmi artirdigi sonrasinda miktarin azalisa gectigi sonucuna ulasilmaktadir.
Sicaklik ve siirenin etkilesimli etkilerinde ise her iki parametrenin artmasi TFM
miktarin1 6nemli 6l¢giide etkilemedigi sonucuna ulagilmaktadir. Siire ve sicakligin
¢oOziicii oram ile olan etkilesimli etkilerinde her bir degiskenin artisi TFM
miktarinda dogrusal bir artisa sebep olmustur. Belwal vd. (2016), disiik
konsantrasyonlardaki ¢oziiciiniin  yiiksek konsantrasyonlarina gore fenolik
bilesenleri ve antioksidan maddeleri daha verimli sekilde ekstrakte ettigini
belirtmislerdir. Kus kirazinda yapilan ekstraksiyon calismasinda ise baslangigta
artan EtOH konsantrasyonunun bitki matrisindeki hiicre zarmin bozunmasiyla
fenolik maddelerin gecisinin hizlandig1 ifade edilmistir; fakat artan EtOH
konsantrasyonu ile ¢6ziicii polaritesinin degistigi ayrica proteinlerin koagiilasyonu
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ile birlikte difiizyonun zorlastigi boylece fenolik maddelerin gegisinin zorlastig
belirtilmistir (Simic vd., 2016).

Sekil 4.5’te goriildiigii {lizere silire ve sicaklik parametrelerinin  EtOH
konsantrasyonuyla olan etkilesiminde benzer sonuclar elde edildigi goriilmektedir.
Stire ve sicaklik artist TF miktar1 iizerinde sabit bir sekilde etki ederken EtOH
konsantrasyonunun %50 — 60 oldugu noktaya kadar TF miktarinin arttigi daha
sonra azaldigr goézlenmektedir. Coziici oran1 ve EtOH konsatrasyonunun
etkilesimli etkilerinde ¢oziicii oraninin artmasi TF miktarint dogrusal olarak
artirirken; EtOH konsantrasyonunun %0’dan %50 — 60’lara kadar TF miktarini
artirdiglt gozlenirken daha yiiksek konsantrasyonlar TF miktarinin azalmasina
neden olmustur. Siire ve sicaklik degiskenlerinin etkilesimli etkileri incelendiginde
ise sicakligin 25 — 35 °C araliginda siirenin ise 102 — 120 dk. oldugu noktalar ile
sicakligin 50 — 55 °C, siirenin 10 — 30dk. oldugu noktalarda TF’nin yiiksek
miktarda elde edildigi sonucuna ulagilmaktadir. Sicaklik ve siire degiskenlerinin
¢oziici orami ile olan etkilesimli etkilerinde her bir parametrenin artisi TF
miktarinin dogrusal bir sekilde artmasina sebep oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.6 incelendiginde siire ve EtOH kosantrasyonu etkilesimli etkisinde her iki
parametrenin maksimum oldugu noktalarda (120 dk. - %100) TEAK (ABTS)
degerinin en yiiksek oldugu sonucuna varilmaktadir. Sicaklik ve ¢oziicii oraninin
EtOH konsantrasyonu ile olan etkilesimli etkileri ele alindiginda benzer sonuglara
ulagilarak her bir parametrenin artiginin TEAK (ABTS) degerinde artisa yol agtigi
goriilmektedir. Sicaklik ve siirenin etkilesimli etkileri incelendiginde her iki
bagimsiz degiskenin en yiiksek noktalarinda TEAK (ABTS) degerinin en yiiksek
degerlere ulastig1 sonucuna varilmaktadir. Coziicii oraninin sicaklik ve siireyle
artigt ile TEAK (ABTS) degerinin artiyor oldugu goriilmektedir. Periche vd.
(2015), kurutulmus ve ogiitiilmiis seker otu yapraklarinda ekstraksiyon igleminin
90 °C iizerinde olmasi durumunda ekstraksiyon veriminin diistigiinii ve ayrica
fenolik bilesikler ile antioksidanlarin bozunmalarinin meydana geldigini
belirtmislerdir. Bu durumlar goz Oniinde bulundurularak bu tez c¢alismasi
kapsaminda yiiksek sicakliklarda ekstraksiyon islemleri gerceklestirilmemis ve
calisilan sicakliklarda (25 — 55 °C) steviol glikozitler ile fenolik bilesenlerin

miktarlarinin arttig1 sonucuna ulagilmustir.
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Gawetl-Beben vd. (2015), su, etanol ve su + glikol ile seker otunda yapmis
olduklar ekstraksiyon islemi sonrasinda en yiiksek TFM (15,50 mg/g) ve TF (3,85
mg/g) miktarlarim su + glikol ile yaptiklari ekstraksiyon ile elde ettiklerini
belirtmiglerdir. Periche vd. (2015), 90 °C’de gergeklestirilen ¢oziicii ekstraksiyon
yontemi ile seker otunda TFM miktarmin 93,41 mg GAE/g, antioksidan
kapasitenin 131 mg TE/g oldugunu saptamislardir. Ayni ¢alismada, sicakligin 90
°C’nin tizerinde oldugunda ise ekstraksiyon veriminin diistiigiini ayrica fenolik
bilesiklerin ve antioksidanlarin bozunmalarinin gergeklestigi vurgulanmustir.
Shukla vd. (2009), seker otunda %100 EtOH ile yapmis olduklari ekstraksiyon
sonrasinda 61,50 mg GAE/g TFM miktar1 elde ettiklerini belirtmislerdir. Bir baska
aragtirmada seker otu yapraklarinda ve Kkallusta su ile yapilan ¢6ziicti ekstraksiyon
yontemi sonucunda TFM miktar1 yaprakta 130,76 mg KE/ g, kallusta 43,99 mg
KE/g; TF miktar1 yaprakta 15,64 mg QE/g, kallusta 1,57 mg QE/g olarak tespit
edilmistir (Kim vd., 2011). Yiicesan vd. (2016), farkli yetistirme yontemleriyle
tiretilen kurutulmus seker otlarindan %70 metanol ¢ozeltisiyle steviol glikozitleri
ekstraksiyon gerceklestirilmis; Rebaudiozit A miktarinin %4,7 ile 5,00 (w/w),
steviozit miktarinin ise %6,4 ile 6,9 (w/w) araliginda degistigini belirtmislerdir.
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Sekil 4.1. Coziicti ekstraksiyon yontemi ile rebaudiozit A (1) ve steviozite (2) ait
ornek bir kromatogram
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Sekil 4.2. Coziict ekstraksiyon islemine ait bagimsiz degiskenlerin Rebaudiozit A
miktarina etkisi
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miktaria etkisi
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Sekil 4.4. Coziicii ekstraksiyon islemine ait bagimsiz degiskenlerin TFM miktarina
etkisi
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Sekil 4.5. Coziicti ekstraksiyon islemine ait bagimsiz degiskenlerin TF miktarina
etkisi
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4.2.2. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon ve Mikrodalga Destekli
Ekstraksiyon islemine Etki Eden Faktorlerin Degerlendirilmesi

Tez ¢alismasi kapsaminda seker otu ile yapilan mikrodalga destekli ekstraksiyon
islemine ait bagimsiz degiskenler siire (1 — 25 dk.) ve sicaklik (20 — 55 °C) olarak
belirlenmistir. EtOH konsantrasyonu (%50), ¢oziicii oran1 (118 mL/g) ve gii¢ (700
W) sabit tutulmustur. Calismada kullanilan mikrodalga ekstraktoriin 100 — 1000 W
araliginda farkl giiclerde calisma islevi bulunmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda
mikrodalga ekstraktoriin  farkli  giliclerinin  etkilerinin  degerlendirilmesi
amaglanmig; ancak 6n deneme kapsaminda gerceklestirilen deneme araligi
belirleme c¢alismasinda  farkli  giiclerin  ekstraksiyon verimine etkisi
gozlenmemistir. Mikrodalga ekstraktdr, ¢aligma prensibi olarak hedef sicakliga
ulagilana dek mikrodalga giicli uygulamakta; sonrasinda gili¢ kesintiye
ugramaktadir. Dolayisiyla, farkli mikrodalga giicleri yalnizca hedef sicakliga
ulasma siiresini belirli oranda etkilemis; merkezi tiimlesik tasarimda siire
parametresi ile birlikte degerlendirilmesine olanak tanimamistir. Sonug olarak,
literatiir calismalar1 ve 6n denemeler gbz oniinde bulundurularak mikrodalga giicii
700 W olarak sabit tutulmustur. Literatiirde farkli mikrodalga giiglerinin ele
alindig1 caligmalar incelendiginde, mikrodalga ekstraktor yerine sicaklik kontrol
ozelligi bulunmayan ev tipi cihazlarin kullanildig1 goriilmektedir (Javad vd., 2014;
Periche vd., 2015; Koubaa vd., 2015). Mikrodalga ekstraktér kullanilan
optimizasyon calismalarinda ise sabit giicte farkli sicakliklarin etkilerinin
degerlendirildigi anlasilmaktadir (Teo vd., 2009; Alupului vd., 2012; Ciulu vd.,
2017).

Uc tanesi merkez nokta olmak iizere iki faktdrlii deneme dizaym 11 deneyden
olugsmustur. Olusturulan 11 deney icin bagimsiz degiskenler ve analiz sonuglarina
bagli bagimhi degiskenler Cizelge 4.4’te sunulmustur. Sonuglar incelendiginde,
rebaudiozit A miktarinin 32,94 ile 43,24 mg/g arasinda, steviozit miktarinin 54,77
ile 68,25 mg/g, TFM miktarinin 48,92 ile 68,10 mg GAE/g, TF miktarinin 32,21
ile 43,40 mg KE/g, TEAK (ABTS) degerinin ise 635,67 ile 858,766 pmol TE/g
arasinda degistigi gozlenmektedir. Rebaudiozit A ve steviozitin mikrodalga
destekli ekstraksiyon yontemine ait 6rnek kromatogrami Sekil 4.7’ de sunulmustur.
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Sekil 4.7. Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile rebaudiozit A (1) ve
steviozite (2) ait drnek bir kromatogram

Mikrodalga destekli ekstraksiyon islemine ait model regresyon katsayilari ve tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) sonuglari Cizelge 4.5’te verilmistir. Uyum
katsayilart (R?) rebaudiozit A igin 0,9913; steviozit miktari icin 0,9970; TFM
miktart i¢in 0,9934; TF miktar1 i¢in 0,9830 ve TEAK (ABTS) degeri icin 0,9599
olarak elde edilmistir. Tim bagimli degiskenlere ait uyum eksikligi testinin
istatistiki ag¢idan onemsiz (P>0,05) oldugu sonucuna ulasilmaktadir. Bu sonug,
uygulanan modelin deneysel veri agisindan anlamli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.5 incelendiginde, tiim bagimsiz degiskenlerin rebaudiozit A miktarm
etkiledigi goriilmustiir (P<0,001). Siire ve sicakligin etkilesimli etkileri (P<0,01),
ikinci derece etkilerden sadece siire parametresi rebaudiozit A miktart igin
istatistiki olarak anlamli bulunmustur (P<0,01).

Bagimsiz degigkenlerin steviozit miktar1 iizerine etkileri incelendiginde her bir
degiskenin (P<0,001), siire ve sicakligin etkilesimli etkilerin (P<0,001), ikinci
derece etkilerden hem sicaklik hem de siirenin etkileri steviozit miktar1 igin
istatistiki olarak anlamli bulunmustur (P<0,001).

TFM miktar1 i¢in deneysel tasarimda yer alan bagimsiz degiskenlerin etkisi oldugu
goriilmiistiir (P<0,001). Sicaklik ve siirenin etkilesimli etkileri istatistiki agidan
anlamli  bulunmazken ikinci derece etkilerden sicakligin (P<0,001), siirenin
(P<0,01) etkisi oldugu sonucuna ulagilmustir.

TF miktar1 ic¢in incelenen sicaklik ve siire parametrelerinin etkisi oldugu
gbzlenmistir  (P<0,001). Etkilesimli etkilerin istatistiki olarak anlaml
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bulunmadigi, ikinci derece etkilerden her iki degiskenin etkili oldugu sonucuna
ulagilmgtir (P<0,05).

Bagimsiz degiskenlerin TEAK (ABTS) degeri icin sicaklik parametresinin
(P<0,001), siire parametresinin istatistiki olarak anlamli oldugu gorilmustir
(P<0,05). Etkilesimli etkilerin istatistiki a¢idan anlamli olmadigi, ikinci derece
etkilerden sicakligin anlamli oldugu sonucu elde edilmistir (P<0,01).

Yanit yiizey metodunda bagimli degiskenler olarak verilen rebaudiozit A miktari,
steviozit miktart, TFM miktari, TF miktar;, TEAK (ABTS) degerine ait model
denklemleri sicaklik (A), siire (B) bagimsiz degikenlerine bagli olarak sadece
istatistiki anlamli (P<0,05) model parametreleri kullanilarak verilmektedir.

Model denklemi: Y = By + f1d + BoB + Bro(AxB) + P11 A + BoroB?

Y (Rebaudiozit A) = 23,87 + 0,15x(A) + 1,17x(B) — 0,01x(AxB) — 0,02x(B?)

Y (Steviozit) = 11,44 + 1,61x(A) + 3,04x(B) — 0,02x(AxB) — 0,01x(A?%) — 0,07x(B?)
Y (TFM) = 6,30 + 2,03x(A) + 1,38x(B)— 0,02x(A?) — 0,03x(B?)

Y (TF) = 15,77 + 0,67x(A) + 0,59x(B)- 5,34x10°x(A?) — 0,01x(B%

Y (TEAK (ABTS)) = 256,25 + 23,28x(A) — 1,38x(B)— 0,25x(A?)
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Cizelge 4.4. Mikrodalga destekli ekstraksiyon isleminde kullanilan parametreler ve analizler sonucunda elde edilen bagimli
degiskenlere ait sonuglar

Bagimsiz degiskenler Bagimh degiskenler
Deney No* Siire Sicakhik Rebaudiozit A Steviozit TFM TF TEAK (ABTS)
(dk.) O (mg/g) (mg/g)  (mg GAE/g) (mg KE/g) (umol TE/g)
1 13 38 39,77 68,00 64,70 38,94 828,06
2 21 50 42,53 64,04 68,10 43,40 852,76
3 25 38 41,25 59,90 65,34 41,89 858,66
4 1 38 32,94 57,7 55,53 33,41 793,17
5 13 38 39,06 67,85 64,43 39,52 782,00
6 13 20 37,21 58,99 51,28 32,89 635,67
7 5 25 32,98 52,76 48,92 32,21 679,09
8 13 55 43,24 68,25 65,74 43,05 830,71
9 5 50 39,74 64,78 62,55 39,09 790,00
10 13 38 40,10 68,25 64,16 40,10 790,91
11 21 25 40,39 62,30 56,95 35,84 727,05

*Harmanlanmisg sira
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Cizelge 4.5. Mikrodalga destekli ekstraksiyon isleminin yanit yiizey metoduna (RSM) ait istatistiki analiz sonuglar1 ve model

katsayilar1

Model parametreleri Katsayl Rebaudiozit A Steviozit TFM TF TEAK (ABTS)
Kesisim Bo +23,877 +11,44™ +6,30"" +15,777 +256,25"
Dogrusal
Sicaklik(°C), A B, +0,15™" +1,617" +2,037 +0,67 +23,28""
Siire (dk.), B B, +1,177 +3,04™ +1,38"" +0,59"" -1,38"
Etkilesimli
Sicaklik x Siire, A x B B -0,01™ 0,02 -5,90x107 +1,62x107 +0,04
ikinci derece
Sicaklik x Sicaklik, A By +2,31x107 -0,01™ 0,02 -5,34x10" -0,25"
Siire x Siire, B B2 0,02 0,07 -0,03” -0,01" +0,12
R? 0,9913 0,9970 0,9934 0,9830 0,9599
Ayarlanmis R? 0,9826 0,9940 0,9868 0,9660 0,9198
p-degeri <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002 0,0017
F-degeri 113,93 332,54 150,83 57,79 23,94
Uyum eksikligi (Lack of fit) 0,71 0,13 0,08 0,34 0,74

Onem diizeyleri: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
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Bagimsiz degiskenlerin rebaudiozit A, steviozit, TFM, TF miktarlarina ve TEAK
(ABTS) degerine olan etkileri Sekil 4.8de sunulmustur.

Sire ve sicaklik bagimsiz degiskenlerinin rebaudiozit A miktarma etkisi
incelendiginde, her iki islem parametresinin artmasiyla birlikte rebaudiozit A
miktarmin artiginin gergeklestigi goriilmektedir. Sicakligin 45 — 55 °C oldugu,
stirenin ise 10 — 25 dk. arasindaki degerlerinde rebaudiozit A miktarinin en yiiksek
miktarlara ulastig1 saptanmistir.

Bagimsiz degiskenlerin steviozit miktarina olan etkisi ele alindiginda sicaklik
artisinin  steviozit miktarin1 artirdig: siirenin ise 10 — 20 dk. arasinda oldugu
noktalarda en yiiksek miktara ulasildigi, daha sonraki siirelerde steviozit
miktarinin azalmaya gectigi goriilmektedir. Sicaklik ve siire artisiyla birlikte TFM
miktarinda artis gergeklestigi gozlenmektedir. Bagimsiz degiskenlerin TF miktari
tizerindeki etkisi incelendiginde, sicaklik ve siire artisinin TF miktarii dogrusal
olarak artirdigi sonucuna ulasilmaktadir. Siire ve sicaklik degiskenlerinin
etkilesimli etkilerinin TEAK (ABTS) degeri lizerine etkisi ele alindiginda siire
artiginin antioksidan kapasite degerini artirdigi, sicakligin ise 50 °C’ye kadar
TEAK (ABTS) degerini artirdigi daha sonra bu degerin sabit sekilde devam ettigi

goriilmektedir.

Farkli kosullarda yetistirilen seker otunda mikrodalga destekli ekstraksiyon islemi
incelendiginde, farkli sicaklik (60 — 120 °C) ve siirelerde (5 — 45 dk.) ve 700 W
gii¢ sabit tutularak elde edilen steviozit ve rebaudiozit A miktarlar1 sirasiyla; dogal
ortamda yetistirilmis seker otunda 21,38 mg/g; 20,80 mg/g, doku kiiltiirii
ortaminda 9,17 mg/g; 8,86 mg/g, hindistan cevizi ile doku kiiltiirii ortaminda
yetistirilmis seker otunda 11,99 mg/g; 11,65 mg/g, serada yetistirilmis seker
otunda ise 17,92 mg/g; 18,86 mg/g olarak rapor edilmistir (Teo vd., 2009).

Alupului vd. (2012), seker otunda mikrodalga destekli ekstraksiyon isleminde 40 —
250 °C sicaklik ve 0 — 400 W gii¢ araliginda calisilmis ve steviozit miktarinin 5
dk.’dan daha kisa bir siirede en yiiksek verime ulasildigini bildirmislerdir.
Mikrodalga ile gerceklestirilen ekstraksiyon isleminin kiitle transferini etkili
sekilde artmasimi saglayan bir yontem oldugunu vurgulamislardir. Jaitak vd.,
(2009), seker otunda mikrodalga destekli ekstraksiyon 80 W gii¢, 50 °C sicaklik
ve 1 dk. siire sonunda, steviozit miktarinin %8,64; rebaudiozit A miktarinin ise
%2,34 oldugunu saptamislardir. Bir bagka ¢alismada 50 °C sicaklik ve 1 dk. siire
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sonunda 17,03 mg/g rebaudiozit A, 46,48 mg/g steviozit elde edildigi
goriilmektedir. Ayrica ayni ¢alismada mikrodalga destekli ekstraksiyon ultrases ve
¢oziicii ekstraksiyon ile kiyaslanmasi ile mikrodalga destekli ekstraksiyon
isleminde daha yiiksek verim elde edildigi belirtilmektedir. TFM miktarinin 81 mg
GAE/g, TF miktar1 45 mg KE/g, toplam antioksidan kapasitenin 96 mg TE/g
oldugunu bildirmislerdir (Periche vd., 2015). Ciulu vd. (2017), %75 EtOH
konsantrasyonu, 100 °C sicaklik ve 20 dk. siire sonunda maksimum TFM
miktarmin 45 mg GAE/g olarak elde edildigini ifade etmislerdir. Farkli
ekstraksiyon g¢alismalarinin uygulandigi bir baska arastirmada kisa siirede en
yiiksek verim mikrodalga destekli ekstraksiyonda elde edilmistir. Ekstraksiyon
islemi 12 dk.’lik siirede gergeklestirilmis ve TFM miktar1 seker otu yapraginda
100,385 mg GAE/g, sap kisminda 18,702 mg GAE/g, cicekte ise 64,461 mg
GAE/g elde edilmistir (Hajar, 2014).
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Sekil 4.8. Mikrodalga destekli ekstraksiyon islemine ait bagimsiz degiskenlerin
rebaudiozit A, steviozit, TFM, TF, TEAK (ABTS) miktarlarina etkisi
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4.2.3. Ultrases Destekli Ekstraksiyon ve Ultrases Destekli Ekstraksiyon
Islemine Etki Eden Faktorlerin Degerlendirilmesi

Seker otu ile yapilan bu tez ¢alismasi kapsaminda ultrases destekli ekstraksiyon
islemine ait bagimsiz degiskenler siire (5 — 50 dk.) ve sicaklik (20 — 55 °C) olarak
belirlenmistir. EtOH konsantrasyonu (%50), ¢oziicii oran1 (118 mL/g) ve gii¢ (540
W) sabit tutulmustur. Ug tanesi merkez nokta olmak iizere iki faktorlii deneme
dizayni1 11 deneyden olusmustur. Olusturulan 11 deney i¢in bagimsiz degiskenler
ve analiz sonuglarina bagl olarak bagimli degiskenler Cizelge 4.6’da verilmistir.
Sonuglar incelendiginde, rebaudiozit A miktarin 32,17 ile 43,92 mg/g arasinda,
steviozit miktarinin 53,14 ile 70,55 mg/g arasinda, TFM miktarinin 47,66 ile 68,76
mg GAE/g arasinda, TF miktarmin 33,41 ile 48,00 mg KE/g arasinda degistigi;
TEAK (ABTS) degerinin ise 634,38 ile 874,45 umol TE/g araliginda degistigi
goriilmektedir. Rebaudiozit A ve steviozitin ultrases destekli ekstraksiyon
yontemine ait 6rnek kromatogram Sekil 4.9°da verilmistir.

mv
Detector A:210nm

5004

250+ 2
M

e B B Sy B By |

4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 min

Sekil 4.9. Ultrases destekli ekstraksiyon yontemi ile rebaudiozit A (1) ve steviozit
(2) ait 6rnek bir kromatogram
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Cizelge 4.6. Ultrases destekli ekstraksiyon isleminde kullanilan parametreler ve analizler sonucunda elde edilen bagimli degiskenlere

ait sonuglar

Bagimsiz degiskenler Bagimh degiskenler
Deney No* Siire Sicakhik Rebaudiozit A Steviozit TFM TF TEAK (ABTYS)
(dk.) (°O) (mg/g) (mg/g) (mg GAE/qg) (mg KE/g) (umol TE/g)
1 28 20 36,26 57,17 51,25 36,86 716,60
2 50 38 41,15 63,30 65,61 45,52 804,73
3 43 50 42,29 70,55 68,76 48,00 851,81
4 28 38 36,96 59,46 61,06 40,28 743,07
5 5 38 32,17 53,14 49,65 33,89 644,82
6 28 38 38,20 59,07 60,60 41,03 746,76
7 12 25 32,61 54,72 47,66 33,41 634,38
8 28 55 43,92 70,45 64,05 45,25 874,45
9 12 50 38,22 62,24 56,25 39,83 776,66
10 43 25 39,33 59,60 57,59 41,93 776,85
11 28 38 38,43 59,86 60,08 40,35 742,81

*Harmanlanmisg sira
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Ultrases destekli ekstraksiyon islemine ait model regresyon katsayilar1 ve tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) sonuglar1 Cizelge 4.7°de verilmistir. Uyum
katsayilart (R? ) degeri rebaudiozit A i¢in 0,9812; steviozit igin 0,9947; TFM
miktar1 i¢in 0,9981; TF miktari i¢in 0,9965; TEAK (ABTS) i¢in ise 0,9996 oldugu
goriilmektedir. Uyum eksikligi testi ele alindiginda belirlenen tiim bagimli
degiskenlere ait uyum eksikligi istatistiki agidan Onemsiz (P>0,05) oldugu
sonucuna ulasilmaktadir. Bu sonug, uygulanan modelin deneysel veri agisindan

anlamli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.7 incelendiginde rebaudiozit A igin sicaklik ve siire bagimsiz
degiskenlerinin etkili oldugu goriilmiistiir (P<0,001). Etkilesimli etkiler istatistiki
olarak anlamli bulunmazken (P>0,05), ikinci derece etkiler incelendiginde sicaklik
istatistiki agidan anlamli bulunmustur (P<0,05).

Steviozit miktar1 i¢in bagimsiz degiskenlerin etkisi incelendiginde sicaklik ve
stirenin (P<0,001) etkili oldugu, etkilesimli etkilerin istatistiki olarak anlamli
oldugu sonucuna ulasilmistir (P<0,05). Ikinci derece etkilerden sicaklik
degiskeninin istatistiki olarak anlamli oldugu saptanmistir (P<0,001).

Bagimsiz degiskenlerin TFM miktar1 iizerine etkisi incelendiginde sicaklik ve
stirenin (P<0,001), etkilesimli etkiler incelendiginde (P<0,05) ayrica ikinci derece
etkileri ele alindiginda her iki degiskenin istatistiki ag¢idan anlamli oldugu
saptanmustir (P<0,001).

Islem parametrelerinin TF miktarma etkisi incelendiginde sicaklik ve siire
parametrelerinin her ikisinin de (P<0,001) istatistiki olarak anlamli oldugu,
etkilesimli etkiler ve ikinci derece etkileri ele alindiginda ise istatistiki acidan

Oonemsiz oldugu goriilmistiir.

Bagimsiz degiskenlerin TEAK (ABTS) {izerine etkisi incelendiginde sicaklik ve
stire degiskenlerinin (P<0,001) etkili oldugu, etkilesimli etkiler ve ikinci derece
etkileri istatistiki olarak anlamli bulunmustur (P<0,001).

Yanit ylizey metodunda bagimli degiskenler olarak verilen rebaudiozit A miktari,
steviozit miktar, TFM miktari, TF miktari, TEAK (ABTS) degerine ait model
denklemleri sicaklik (A), stire (B) bagimsiz degikenlerine bagl sadece istatistiki

olarak anlamli (P<0,05) model parametreleri kullanilarak verilmistir.
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Model denklemi: Y = fo + 1A + BoB + Bra(AxB) + Bl + BrB?

Y (Rebaudiozit A) = 29,62 — 0,23x(A) + 0,45x(B) + 6,86x10x(A?)

Y (Steviozit) = 64,30 — 0,90x(A) + 0,15x(B) + 4,35x10°x(AxB) — 0,02x(A?)

Y (TEM) = 21,79 + 1,02x(A) + 0,56x(B) + 3,27x10°x(AxB) — 9,69x103(A%) —
5,90x10°(B?)

Y (TF) = 25,99 + 0,09%(A) + 0,35x(B)

Y (TEAK (ABTS)) = 599,18 — 5,74x(A) + 8,82x(B) — 0,09x(AxB) + 0,17x(A?) —
0,04x(B?
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Cizelge 4.7. Ultrases destekli ekstraksiyon isleminin yanit yiizey metoduna (RSM) ait istatistiki analiz sonuglar1 ve model katsayilari

Model parametreleri Katsay1 Rebaudiozit A Steviozit TEM TF TEAK (ABTYS)
Kesisim Bo +29,62"" +64,30"" +21,79™ +25,99™" +599,18™
Dogrusal
Sicaklik(°C), A B -0,23" 0,90 +1,027 +0,09™" 5,747
Siire (dk.), B B, +0,45™" +0,15™ +0,56 +0,35"" +8,82""
Etkilesimli
Sicaklik x Siire, A x B B -3,36x10°° +4,35x10% +3,27x10°% -4,38x10™* -0,09™
ikinci derece
Sicaklik x Sicaklik, A® Bu +6,86x10% 0,02 -9,69x10°%" +2,30x10° +0,177
Siire x Siire, B? B -2,64x10°® -1,70x10°® -5,90x10°%"" -1,27x10°® 0,04
R? 0,9812 0,9947 0,9981 0,9965 0,9996
Ayarlanmis R 0,9624 0,9894 0,9963 0,9931 0,9992
p-degeri 0,0003 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
F-degeri 52,23 187,44 534,91 287,93 2372,30
Uyum eksikligi (Lack of fit) 0,65 0,27 0,73 0,60 0,55

Onem diizeyleri: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
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Bagimsiz degiskenlerin rebaudiozit A, steviozit, TFM, TF miktarlarina ve TEAK
(ABTS) degerine olan etkileri Sekil 4.10°da verilmistir.

Sekil 4.10°da siire ve sicaklik bagimsiz degiskenlerinin rebaudiozit A {izerine
etkileri incelendiginde her iki parametrenin artmasiyla birlikte rebaudiozit A
miktarinda artis oldugu goriilmektedir. Bagimsiz degiskenlerin artmasiyla birlikte
steviozit miktarinin da arttigi sonucuna varilmaktadir. TFM miktarinda ise her iki
bagimsiz degiskenin artmasi TFM miktarmin dogrusal bir sekilde artisina sebep

oldugu sonucuna ulasilmaktadir.

Sire ve sicaklik artist ile birlikte TF miktarinda dogrusal bir artis oldugu
gorilmektedir. TEAK (ABTS) degeri ele alindiginda siire ve sicaklik artiginin
TEAK (ABTS) degerini artirdigi sonucuna ulasilmaktadir. Her iki parametrenin
maksimum oldugu noktalarda TEAK (ABTS) degerinin yiiksek miktarda elde
edildigi gortlmektedir. Zlabur vd., (2015) ultrases destekli ekstraksiyon
uygulamasiin seker otunda biyoaktif bilesenler iizerinde olumsuz bir etkisinin
olmadigini, steviol glikozitlerin kararliligimin sicaklik ve siireye bagli oldugunu
vurgulamiglardir. Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda ¢aligilan sicaklik (20 — 55 °C)
ve sire (5 — 50 dk.) araliklarinda ultrases destekli ekstraksiyon, ¢oziicii
penetrasyonu ile birlikte steviol glikozitlerin ve fenolik bilesenlerin gegisinin
artirdig1 yorumu yapilabilir.

Seker otundan ultrases destekli ekstraksiyonun ele alindigi bagka bir ¢caligmada, 12
dk. siire ve 360 W diisiik ultrases giiciinde su, EtOH ve izopropil alkol kullanilarak
gergeklestirilen ekstraksiyon sonunda rebaudiozit A miktar1 sirasiyla 32,79; 33,85
ve 37,10 g/100 g olmustur (Gasmalla vd., 2017). Zlabur vd. (2015), seker otunda
ultrases destekli ekstraksiyon isleminde sadece su ile yapmis olduklari
ekstraksiyon sonrasinda steviozit miktarinin 51,12 ile 96,48 mg/g, rebaudiozit
A’nin 3,92 ile 36,92 mg/g, TFM miktarinin 24,60 ile 77,89 mg/g, TF miktarinin
18,45 ile 62,48 mg/g ve TEAK (ABTS) degerinin 1,57 ile 2,58 mM TE/g arasinda
degistigini gostermislerdir. Barba vd. (2015), 400 W giicte gerceklestirdikleri
ultrases destekli ekstraksiyon sonunda seker otundaki TFM miktarinin 9 ile 15,98
mg GAE/g arasinda degistigini bildirmislerdir. Periche vd. (2015), 50 °C sicaklik
ve 1 dk. gibi kisa siirede ultrases destekli ekstraksiyon ile 14,12 mg/g rebaudiozit
A, 39,06 mg/g steviozit elde etmigler; ultrases ekstraksiyonun diistik sicaklik ve
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slirede olmasina ragmen ¢oziicii ekstraksiyon yontemine kiyasla 1,5 kat verimli
oldugunu vurgulamislardir.

Yildiz-Oztiirk vd. (2015), seker otunda gerceklestirdikleri mikrodalga ve ultrases
destekli ekstraksiyon calismasinda TFM ile TF miktarlarinin ultrases destekli
ekstraksiyonda daha verimli elde edildigini belirtmiglerdir. Ekstraksiyon sonunda
TFM miktarinin 86,47 mg GAE/g, TF miktariin ise 126,70 mg KE/g olarak elde
edildigi sonucuna ulagmuslardir.
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Sekil 4.10. Ultrases destekli ekstraksiyon islemine ait bagimsiz degiskenlerin
rebaudiozit A, steviozit, TFM, TF, TEAK (ABTS) miktarlarina etkisi
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4.3. Coziicii Ekstraksiyon Yontemi, Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon,
Ultrases Destekli Ekstraksiyon Islemlerine ait Optimum islem
Kosullar:

Coziicii ekstraksiyon yontemi ile yapilan analiz sonuglarina gore yamit ylizey
metodu ile belirlenen optimum islem kosullari; 54 °C sicaklik, 112 dk. siire, 118
mL/g ¢oziici orani, %50 EtOH konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Bu
kosullarda rebaudiozit A miktar1 41,10 mg/g, steviozit miktar1 64,94 mg/g, TFM
miktar1 66,58 mg GAE/g, TF miktar1 42,13 mg KE/g, TEAK (ABTS) degeri ise
786,45 umol TE/g olarak elde edilmistir (Cizelge 4.8).

Konuyla ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde, seker otundan ¢oziici
ekstraksiyon yontemi ile yapilmis ¢alismada optimum islem kosullari; %100 EtOH
konsantrasyonu, 55 °C sicaklik, ve 60 dk. siire olarak belirlenmistir. Belirlenen
optimum kosullar sonucunda 16,35 mg/g steviozit, 16,39 mg/g rebaudiozit A
tespit edilmigtir. EtOH konsantrasyonu ve siirenin etkilesimli etkilerinin mevcut
tez calismasi ile benzer etkiler olusturdugu goriilmektedir. Rebaudiozit A ve
steviozit miktarmin belli bir noktaya kadar artis gosterdigi sonrasinda artan EtOH
konsantrasyonu ile birlikte azalmaya bagladigi rapor edilmistir (Ameer vd.,
2017a). Rai vd. (2012), seker otundan steviozitin su ile ekstraksiyonunda optimum
islem kosullarin1 78 °C sicaklik, 56 dk. siire, 1:14 (g:mL) kati/sivi orani olarak
belirlemiglerdir. Bu kosullarda gergeklestirilen ekstraksiyon isleminde steviozit
miktar1 104,5 mg/g olarak bulgulanmistir. Ayni ¢aligmada, etkilesimli etkilerden
sicaklik x siire, ¢6ziicli orani x sicaklik ve ¢6ziicli orani x siirenin Steviozit miktari
icin istatistiki olarak anlamli etkileri oldugu bildirilmistir.Bir diger optimizasyon
calismasinda (Jentzer vd., 2015) agik havada kurutulmus seker otundan steviol
glikozitlerin su ile ekstraksiyonunda optimum kosullar; 100 °C sicaklik ve 4 dk.
siire olarak belirlenmistir. Islem sonrasinda steviozit + rebaudiozit A ekstraksiyon
veriminin %91,8 oldugu sonucuna ulasildig: bildirilmistir. Seker otu yapraklarinda
partikiil boyutunun kiigiiltiilmesiyle optimum kosullarda ekstraksiyon islemi tekrar
edilmis ve steviol glikozitlerin miktarinin %100,8’e¢ yikseldigi gorilmiistiir.
Sonug olarak ekstraksiyon veriminin artmasina yonelik seker otu matrisi ile
¢Oziicli arasindaki gecisin artmasi i¢in partikiil boyutunun énemli bir kriter oldugu
goriilmektedir (Jentzer vd., 2015).
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Das vd. (2015)’nin seker otunun su ile ekstraksiyonunda rebaudiozit A elde
edilmigtir. Optimum kosullar; %2,36 ¢6ziicli orani, 71 °C sicaklik, 51 dk. siire
olarak belirlenmistir. Optimum sartlarda yapilan ekstraksiyon isleminde
rebaudiozit A miktarinin %73,12 oldugu sonucuna ulagilmistir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyonda RSM ile belirlenen optimum islem kosullart;
51 °C sicaklik, 16 dk. siire olarak belirlenmistir. Analiz sonuglar1 incelendiginde
rebaudiozit A miktar1 42,84 mg/g, steviozit miktar1 68,02 mg/g, TFM miktari
67,75 mg GAE/g, TF miktar1 43,40 mg KE/g TEAK (ABTS) degerinin ise 838,57
pumol TE/g olarak tespit edilmistir.

Literatiir incelendiginde bu tez ¢alismasina benzer sekilde mikrodalga destekli
ekstraksiyon ile optimizasyon ¢aligmalarina rastlanmaktadir. Yapilan bir
calismada seker otu ile mikrodalga destekli ekstraksiyonda optimum islem
kosullari; 4 dk. siire, %75 EtOH konsantrasyonu, 160 W gii¢ olarak belirlenmis ve
bu islem parametrelerine gore steviozit miktar1 19,58 mg/g, rebaudiozit A miktari
15,3 mg/g olarak bulgulanmistir (Ameer vd., 2017b). Kiistim otunda yapilan
mikrodalga destekli biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonuna yonelik bir ¢alismada
optimum kosullar; %87,5 metanol konsantrasyonu, %25 mikrodalga giicti, 60 °C
sicaklik ve 15 dk. siire olarak belirlenmistir. Optimum kosul ekstraksiyon
isleminde TFM miktar1 635 mg GAE/g, TF miktar1 61,53 mg RU/g, TEAK
(ABTS) degeri %76,1 elde edilmistir (Ganesan vd., 2018). Kus kirazinda
mikrodalga destekli ekstraksiyon isleminde optimum kosullar; %53,6 EtOH
konsantrasyonu, 300 W gii¢ ve 5 dk. siire olarak belirlenmistir. Optimum kosul
ekstraktinda gergeklestirilen analizde TFM miktar1 420,1 mg GAE/100 g olarak
belirlenmistir. Etkilesimli etkilerden siire X EtOH konsantrasyonunun mevcut tez
caligmasindaki ¢6ziicii ekstraksiyon yontemindeki TFM miktarina olan etkileri ile
benzerlik gostermektedir. EtOH konsantrasyonunun %50 — 55 arasinda oldugu
araliga kadar TFM miktarinin arttig1 daha yiiksek konsantrasyonlarda ise azaldigi
goriilmektedir (Simic vd., 2016). Gordonia axillaris meyvesinde yapilan
mikrodalga destekli ekstraksiyon islemi sonunda %36,89 EtOH konsantrasyonu,
29,56 mL/g ¢oziicii orani, 71,04 dk. siire, 40 °C sicaklik ve 400 W giic
olarakoptimum kosullar belirlenmistir. TFM miktar1 17,69 mg GAE/g, TF miktari
3,11 mg QE/g, TEAK degeri 198,16 umol TE/g olarak saptanmustir (Li vd., 2017).
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Ultrases destekli ekstraksiyon isleminde yapilan analiz sonuglarina gére RSM ile
belirlenen optimum islem kosullari; 50 °C sicaklik, 43 dk. siire, olarak
belirlenmistir. Analizler sonucunda rebaudiozit A miktarinin 42,94 mg/g, steviozit
miktarinin 70,35 mg/g, TFM miktarinin 68,61 mg GAE/g, TF miktarinin 47,69 mg
KE/g, TEAK (ABTS) degerinin ise 853,74 pmol TE/g oldugu goriilmektedir.

Literatiir incelendiginde ultrases destekli ekstraksiyon ile ilgili optimizasyon
caligmalarina rastlanmaktadir. Seker otunda ultrases destekli ekstraksiyon yapilan
optimizasyon caligmasinda optimum islem kosullart 10 dk. siire, 81,2 °C sicaklik
ve 22 mm ultrases prob ¢api olarak belirlenmistir. Ekstraksiyon isleminde steviozit
miktar1 96,48 mg/g, rebaudiozit A 36,92 mg/g, TFM miktart 77,89 mg/g, TF
miktar1 62,48 mg/g, TEAK (ABTS) degeri ise 2,58 mM TE/g olarak elde
edilmistir. Ultrases destekli ekstraksiyon, uygulama siiresinin kisa olmas1 ve diisiik
enerji tiiketimi nedeniyle ¢evre dostu bir yontem olarak goriilmiistiir. Ayrica
ultrasesin biyoaktif bilesenler iizerinde olumsuz bir etkisinin olmadigi, steviol
glikozitlerin kararliliginin sicaklik ve zamana bagl oldugu vurgulanmistir (Zlabur
vd., 2015). Liu vd. (2010), seker otunda ultrases destekli optimizasyon ¢alismasi
gerceklestirmisler ve optimum kosullart 68 °C sicaklik, 60 W ultrases giicii, 32 dk.
siire olarak belirlemislerdir. Islem sonrasinda seker otundan steviozit verimi
%43,62, rebaudiozit A verimi ise %28,86 olarak elde edilmistir.

Farkli bir yontem olarak enzimatik ekstraksiyon ile seker otunda steviozit
miktarina yonelik optimizasyon ¢alismasindaki optimum kosullarin bu tez
calismasi kapsamindaki ultrases destekli ekstraksiyondaki optimum kosullar ile
benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Seliilaz, pektinaz ve hemiseliilaz ile yapilan
ekstraksiyonda 51 — 54 °C sicaklik, 36 - 45 dk. siire aralig1 ve her bir enzim i¢in
%2 enzim orani en iyi sonuclar1 elde etmeyi saglamigtir. En yiiksek steviozit
miktar1 hemiseliilaz ile 369,23 pg olarak tespit edilmistir (Puri vd., 2012). Ceviz
unundan fenolik madde ekstraksiyonuna yonelik yapilan optimizasyon
caligmasinda es zamanl ultrases ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemleri
kullanilmigtir. Optimum iglem kosullart 294,34 W mikrodalga giicli, 93,5 W
ultrases giicti, 43,38 °C sicaklik ve 4,33 dk. siire olarak belirlenmistir. Islemler
sonucunda TFM miktar1 34,91 mg GAE/g olarak tespit edilmistir. Ceviz ununda
goriilen sicaklik ve siirenin etkilesimli etkileri mevcut tez ¢aligmasi ile benzer
etkiler gostermektedir. TFM miktari, sicaklik parametresi arttikga artmaktadir
fakat ekstraksiyon siiresinin artmasi ile birlikte azalmaktadir. Ayrica
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mikrodalganin hiicre matrisine niifuzu ile polar molekiillerin etkilesimi sonucunda
basing olusacagi belirtilmistir. Olusan basingla birlikte hiicre duvarinin bozunmasi
ile fenolik bilesenlerin gegisinin kolaylasacagi vurgulanmustir (Luo vd., 2017).
Rodrigues vd. (2008) tarafindan yapilan hindistan cevizi kabugu tozunda ultrases
destekli optimizasyonda kosullar 4870 W/m? ultrases yogunlugu, 15 dk. siire, %50
EtOH konsantrasyonu, 30 °C sicaklik, 6,5 pH degeri olarak elde edilmistir. TFM
miktar1 22,44 mg/g olarak elde edilmistir. Ayrica sicaklik ve siirenin ¢oziicii
konsantrasyonuyla olan etkilesimli etkilerinin mevcut tez ¢alismasindaki TFM
miktar1 ile benzer sonuclar elde edildigi goriilmektedir. EtOH konsantrasyonunun
%350 oldugu noktada maksimum miktara ulasildig1 artan konsantrasyonla birlikte
TFM miktarinin azaldigi sonucuna ulasiimaktadir.

Zeytin yapraginda ultrases destekli ekstraksiyon ile optimizasyon ¢aligmasi
incelendiginde %50 EtOH konsantrasyonu, 60 dk. siire, 500:10 mg/mL kati/siv1
orani olarak belirlenmigtir. Ekstraksiyon islemi sonunda, TFM miktarinin 25,06
mg GAE/g oldugu sonucuna ulasilmaktadir (Sahin ve Samli, 2013). Bugday
kepeginde yapilan ultrases destekli ekstraksiyon ¢alismasinda optimum kosullarin
%64 EtOH konsantrasyonu, 60 °C sicaklik ve 25 dk. siire oldugu belirtilmektedir.
Bu kosullarda TFM miktar1 3,12 mg GAE/g olarak tespit edilmistir (Wang vd.,
2008).

Bir bagka ¢aligmada ise iiziim g¢ekirdeginde ekstraksiyon sonunda optimum
kosullar belirlenmistir. Ekstraksiyon islemlerinde 40 kHz frekans ve 250 W
ultrases giicli sabit tutulmustur. TFM igin %53,15 EtOH konsantrasyonu 56,03 °C
sicaklik, 29,03 dk. siire ve ongoriilen miktar 5,44 mg GAE/100 mL olmustur.
Antioksidan kapasite degeri i¢in belirlenen optimum kosullar %53,06 EtOH
konsantrasyonu, 60,65 °C sicaklik, 30,58 dk. siire olarak belirlenmis, 6ngoriilen
deger ise 12,31 mg/mL olarak belirtilmistir. Gergeklestirilen analizler sonucunda
tiziim ¢ekirdeginde TFM miktar1 5,41 mg GAE/100 mL, antioksidan kapasite
degeri 12,28 mg/mL elde edilerek 6ngoriilen degerler ile uyumlu oldugu tespit
edilmigtir. Ultrases destekli ekstraksiyon yonteminin fenolik maddeleri,
antioksidanlar1 ve antosiyaninleri bitki materyalinden g¢ikarma isleminde etkili
oldugu belirtilmektedir. Ayrica diger yiiksek sicaklik ve uzun siireli ekstraksiyon
tekniklerine alternatif olabilecegi gibi ultrasesin hidrasyon ve pargalama islemini
artirdigi rapor edilmistir (Ghafoor vd., 2009).
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Céoziicii Ekstraksiyon Yontemi ile Ekstraksiyon Islem Parametreleri

EtOH

Siire

Sicakhik Coziicii oram

Kons. (%) (dk.) °C) (mL/g) Giivenilirlik Parametre Sonug¢lar
Rebaudiozit A 41,10 mg/g
Steviozit 64,94 mglg
TFM 66,58 mg GAE/g
50 112 54 118 1,000 TF 42,13 mg KE/g
TEAK(ABTS) 786,45umol TE/g
Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon islem Parametreleri
(So‘l‘l: ‘; S‘:j‘é‘;‘k Giivenilirlik Parametre Sonuglar
Rebaudiozit A 42,84 mglg
Steviozit 68,02 mg/g
16 51 0,967 TFM 67,75 mg GAE/g
TF 43,40 mg KE/g
TEAK(ABTS) 838,57umol TE/g
Ultrases Destekli Ekstraksiyon islem Parametreleri
(S(;lkr f): Slff g;lk Giivenilirlik Parametre Sonuglar
Rebaudiozit A 42,94 mglg
Steviozit 70,35 mg/g
43 50 0,957 TFEM 68,61 mg GAE/g
TF 47,69 mg KE/g

TEAK(ABTS)

853,74umol TE/g
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4.3.1. LC/Q-TOF/MS ile Seker Otunda Bulunan Bilesenlerin Tamimlanmasi

Son 20 yilda ugus siireli kiitle spektrometreleri (TOF/MS) gida bilesenlerinin
maddeleri Kkalitatif olarak tanimlanmasinda kullanilmaktadir. TOF cihazlar1 kisa
siirede (milisaniye) spektrumlar1 toplama kabiliyetine sahiptir. Tiim iyonlar ayni
anda ucus tlipinden atilir. Kiigiik kiitleli iyonlar biiyiilk olanlara goére daha hizli
hareket eder. Bu nedenle iyonlar dedektdre farkli zamanlarda ulasmaktadir. Iyon
hiz1 kiitle ile dogru orantili oldugundan kiitle/yiik oran1 (m/z) iyon dedektore
ulastig1 zaman hesaplanabilir duruma gelmektedir (Williamson ve Bartlett, 2007).
LC/Q-TOF/MS cihaz1 orta derecede hassasiyet, yiiksek secicilik ve dogruluk
seviyesi ile dogru parga kiitlesi (fragment) elde etme 6zelliklerine sahiptir (Ferrer
ve Thurman, 2003).

Mevcut tez ¢alismasinda ¢6ziicii ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve
ultrases destekli ekstraksiyona ait optimum islem kosullarinda gergeklestirilen
ekstraktlara LC/Q-TOF/MS analizi gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda seker
otuna tatlilik veren diterpen glikozitler disinda fenolik bilesikler, flavonoidler,
amino asitler, yag asitleri olmak {izere 65 bilesen tanimlanmustir. Elde edilen
bilesenler pozitif ve negatif polarite modiilinde Cizelge 4.9’da verilmistir. Ayrica
kiitle hata limiti genel olarak 5 ppm ve altindaki degerler alinarak belirlenmistir
(Karakose vd., 2015). Diterpen glikozitler, fenolik bilesikler ve flavonoidler daha
¢ok negatif polaritede tanimlanmistir.

Cizelge 4.9 incelendiginde optimum kosullarda gergeklestirilen LC/Q-TOF/MS
analizinde pozitif ve negatif polaritede 10 diterpen glikozit elde edilmistir. Elde
edilen diterpen glikozitler 15,18 — 22,69 dk.’lar arasinda alikonmus ve m/z
oranlar1 sirasiyla; rebaudiozit D (1127,484), rebaudiozit B (803,3774),
izorebaudiozit A (989,4188), rebaudiozit A (965,4322), izosteviozit (803,3774),
rebaudiozit C (949,4379), rebaudiozit F (935,4207), steviozit (827,3671),
steviolbiozit (665,3143), izostevioldiir (317,2138). Izorebaudiozit A, steviozit,
steviolbiozit pozitif polarite gosterirken geri kalan diterpen glikozitlerin negatif
polarite gosterdigi gortilmektedir. Steviol glikozitlerden izorebaudiozit A,
steviozit, steviolbiozit ¢oziicii ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve
ultrases destekli ekstraksiyonda elde edilirken diger glikozitler yalnizca ¢oziicii
ekstraksiyon ve mikrodalga destekli ekstraksiyonda agiga ¢ikmustir. Literatiir
incelendiginde seker otunda LC/Q-TOF/MS ile yapilan c¢alismalarin mevcut
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oldugu goriilmistiir. Diterpen glikozitlerden rebaudiozit A, C, D, E, F, steviozit ve
steviolbiozitin Espinoza vd. (2014); Ciulu vd. (2017); Molina Calle vd. (2017);
Formigoni vd. (2018) tarafindan onceki ¢alismalarda elde edildigi goriilmektedir.
Disakkarritlerden siikroz yalnizca ¢6ziicii ekstraksiyon yénteminde tanimlanmis ve
m/z orant 341,1097 olarak elde edilmistir. Molina Calle vd. (2017), seker otunun
karakterizasyonunu belirleme amaclh gerceklestirdikleri ¢aligmada disakkarit elde
ederek m/z oranin1 360,1504 olarak saptamiglardir.

Elde edilen fenolik bilesiklerden kafeik asidin m/z orami 179,0357 olarak elde
edilmis olup ¢oziicii ekstraksiyon ve mikrodalga destekli ekstraksiyon
yontemlerinde tanimlanmustir. Kafeik asit tirevlerinden 1,3-Dikafeolkuinik asit
m/z orant 517,1345 olarak belirlenerek tim optimum kosul ekstraktlarinda
tanimlandig1 gorilmistiir. Fenolik bilesiklerden klorojenik asit (353,0889) tiim
ekstraksiyon yontemlerinde tanimlanmistir. Muanda vd., (2011), seker otunda su
ve metanol + su ile yaptiklar1 ekstraksiyon islemi sonrasinda hidrosinnamik asit
tiirevi olan kafeik asit ve klorojenik asit varligin1 gostermislerdir. Seker otunda
yapilan bir bagka calismada klorojenik asit ve kafeik asit elde edilmistir. Kafeik
asidin taze seker otu yapraklarinda tespit edilmedigi gorillmistir (Lemus-
Mondaca vd., 2016). Klorojenik asit ve kafeik asidin kan dolasimi i¢in etkili
olmasi ile birlikte LDL miktarmi diisiirerek kardiyovaskiiler hastaliklara karsi
koruma ve kanser hiicrelerinin olusumunu engelleyici etkilerinin oldugu
vurgulanmistir (Olthof vd., 2001).

Boots vd. (2008), flavonoid ailesinin 6nemli bir iiyesi olan kuersetinin osteoporoz,
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklara karsili etkili oldugunu belirtmislerdir. Mevcut
tez calismasinda kuersetin, (303,0503) ile tiirevleri kuersetin 3-galaktozit
(463,0898) ve herbasetin (303,0503) bilesenleri tiim ekstraksiyon yontemlerinde
tanimlanmigtir. Bogle ve Mendes (2015), seker otunun kuersetin ve kafeik asit

bilesenlerini igerdigini belirtmislerdir.

Kumarin tiirevi olan eskulin (339,0734) tiim ekstraksiyon yontemlerinde, eskuletin
(177,0201) ve 3-Hidroksikumarin (161,0249) bilesikleri ise yalnizca ¢oziicii
ekstraksiyon ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemlerinde tanimlanmustir.
Kumarin ve tiirevlerinin antioksidan etkisinin yani1 sira LDL degerini diistirdiigii
ve hiicresel hasara kars1 etkili olarak kanserojen etkiyi azalttigi vurgulanmistir
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(Shinde vd., 2014). Daha 6nce seker otu ile ilgili yapilmis ¢alismalarda eskulin,
eskuletin ve 3-Hidroksikumarin bilesiklerine rastlanmamustir.

Bir flavonol tiirii olan kaempferol tiirevi kaempferol-7-0-glikozit bilesiginin m/z
oran1 447,0953 olarak tanimlanmustir. Bu bilesen c¢oziicti ekstraksiyon ve
mikrodalga destekli ekstraksiyon yéntemlerinde belirlenmistir. Izoflavon tiirii olan
genistein (433,1126) ise tiim ekstraksiyon yontemlerinde tanimlanmustir.

Flavonoidlerden diosmetinin m/z oran1 299,0574 olarak elde edilmis ve yalnizca
¢oziicii ekstraksiyon yénteminde tanimlanmustir. Kastisin (373,0943) bir flavonoid
tird olmakla birlikte seker otunda ¢oziicii ekstraksiyon ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemlerinde tanimlanmistir. Dioonflavon (623,1937) yalnizca
mikrodalga destekli ekstraksiyonda belirlenmistir. Flavonol tiirii olan kaempferol
tirevi kaempferol-7-0-glukozit (447,0953) ¢oziici ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemlerinde belirlenmistir. Seker otu ile ilgili yapilmis
caligmalarda diosmetin, kastisin, dioonflavon, kaempferol-7-0-glukozit hakkinda
bir bulguya rastlanmamuistir.

L-Tirozin, D-Triptofan birer amino asittir ve m/z oranlarinin sirasiyla 181,0818;
203,083 olarak elde edildigi gorilmektedir. L-Tirozin yalnizca ¢6ziicii
ekstraksiyon yonteminde, D-Triptofan ise ¢oziicii ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemlerinde tanmimlanmustir. Triptofan tiirevi olan kynurenik asit
(190,0503), ¢oziici ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemlerinde
bulgulanmigtir. Histidin tiirevi olan {irokanik asit (139,0499) tiim optimum
ekstraksiyon yontemlerinde tanimlanmustir.

Prostaglandin bir lipittir ve bu tez c¢alismasinda tiirevlerinin belirlendigi
goriilmektedir. Bunlar; 16-fenoksi tetranor Prostaglandin E2 (411,1783), 19(R)-
hidroksi-PGFla (395,2403), 11B-Prostaglandin F1B(379,2453), 11-deoksi-PGF1f3
(363,2501), 16,16-dimetil-6-keto Prostaglandin E1 (419,24), 11-deoksi-PGE1
(361,2348), 1a,1b-dihomo-PGE1 (405,2607), 16,16-dimetil-PGD2 (403,2457), 11-
Deoksi-16,16-dimetil-PGE2 (387,2506) tiim optimum kosullarda yapilmis
ekstraksiyon yontemlerinde; 8-izo Prostaglandin F1B (379,2453), 15(R),19(R)-
hidroksi  Prostaglandin E1 (396,2235), 20-etil-PGE2 (403,2457), PGF2p
(353,2348) yalnizca ¢oziicti ekstraksiyon yonteminde, 5-trans Prostaglandin D2
(375,2136), 8-izo-PGF2pB (377,2294) yalnizca mikrodalga destekli ekstraksiyon
yonteminde, 8-izo Prostaglandin Fla (379,2452) yalmizca ultrases destekli
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ekstraksiyon yonteminde; 15(R)-PGE1 (377,2294) ¢oziicii ekstraksiyon ve ultrases
destekli ekstraksiyon yontemlerinde tanimlanmistir. Melis, (1995), seker otunun
prostaglandin aktivitesi gosterdigini vurgulamistir.

Alfa linoleik asit tiirevi olan stearidonik asit (277,2161) tiim ekstraksiyon
yontemlerinde; stearik asit (283,2657) ¢oziicii ekstraksiyon ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon yonteminde Ve tiirevi olan stearamid (284,2948) bilesigi tiim
ekstraksiyon yontemlerinde tanimlanmustir. Tadhani ve Subhash, (2006);
Marcinek ve Krejpcio (2015); Siddique vd., (2016); Formigoni vd. (2018), yapmis
olduklar1 calismalarda seker otunda stearik asit tespit etmislerdir. Bir diger yag
asidi tiirii olan melisik asit (451,4542) yalnizca ¢6ziicii ekstraksiyon yonteminde
elde edilmistir. Literatiirde melisik asite dair seker otuyla ilgili herahangi bir
bulguya rastlanmamustir.

Serbest asit olarak tamimlanan butaprost (431,2768) optimum kosullarda
gergeklestirilen tiim ekstraksiyon yontemlerinde belirlenmistir. Glikoproteinlerden
gliserofosfokolin bilesiginin m/z oran1 258,1099 olarak elde edilmistir. Bu bilesik
tim ekstraksiyon yontemlerinde tamimlanmustir. Bitkisel bir hormon olan
trigonellin (138,0553) ¢oziicii ekstraksiyon ve mikrodalga destekli ekstraksiyon

yontemlerinde bulgulanmistir.
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Cizelge 4.9. Optimum kosul ekstraktlarindaki pozitif ve negatif polarite gosteren bilesikler ve bunlarin tanimlanmasini destekleyen

ana parametreler

Bilesen Molekiiler formiil  Polarite RT m/z-(ppm) Skor Ekstraksiyon
Siikroz C12H,,014 - 1,22 341,1097 (-2,35) 9571 ¢
Gliserofosfokolin CgH21NOgP + 1,28 258,1099 (0,8) 91,91 C,MD,US
Trigonellin CHgNO; + 1,39 138,0553 (-2,59) 85,48 C,MD
L-Tirozin CgH11NO; + 1,73 182,0818 (-3,33) 90,46 C
Urokanik asit CsHsN,O, + 1,85 139,0499 (1,89) 88,95 C,MD, US
Guanozin C10H13N50s - 2,19 282,0848 (-1,36) 97,55 C,MD, US
Adenozin C10H13N504 + 2,22 268,1044 (-1,39) 100 C,US
Salidrozid C14H204 + 3,19 323,1107 (-1,98) 72,28 C,MD, US
D-Triptofan C11H12N,0, - 3,31 203,083 (-2,14) 97,42 C,MD
Klorojenik asit C16H1504 - 3,60 353,0889 (-3,08) 99,27 C,MD, US
Eskuletin CgHeO,4 - 6,02 177,0201 (-4,23) 9552 C,MD
Eskulin C1sH1604 - 6,29 339,0734 (-3,6) 97,52 C,MD, US
Kaniirenik asit C1oH7NO; + 6,31 190,0503 (-2,48) 95,75 C,MD
Dioonflavon Cs6H30010 + 6,64 623,1937 (-4) 38,74 MD
Kafeik asit CgHgO, - 7,05 179,0357 (-4,19) 99,91 C,MD
3-Hidroksikumarin CgHeO3 - 7,38 161,0249 (-3,27) 85,08 C,MD
Prim-o-glukozilsimifugin CyoH25011 + 9,11 469,1684 (4,3) 8334 C
Herbacetin C1sH1007 + 12,22 303,0503 (-1) 92,92 C,MD,US
Kuersetin 3-galaktozit C1H2001, - 12,57 463,0898 (-3,35) 98,82 (C,MD,US
Kuersetin C1sH1007 + 12,63 303,0503 (-1) 92,74 C,MD, US
[zokuersitrin Cy1Hy0045 + 12,67 465,1029 (-0,33) 93,02 US
16-fenoksi tetranor Prostaglandin E2  Cy,H504 + 13,35 411,1783 (-1,22) 68,89 C,MD, US
Kaempferol-7-o-glukozit Co1H20011 - 13,43 447,0953 (-4,5) 83,38 C,MD
19(R)-hidroksi-PGFla CuoH3606 + 14,38 395,2403 (0,14) 83,71 C,MD, US
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Cizelge 4.9. Optimum kosul ekstraktlarindaki pozitif ve negatif polarite gosteren bilesikler ve bunlarin tanimlanmasini destekleyen
ana parametreler (Devami)

Bilesen Molekiiler formiill  Polarite RT m/z-(ppm) Skor Ekstraksiyon
Genistein C,1H20010 + 14,50 433,1126 (-0,4) 100 C,MD, US
1,3-Dikafekuinik asit CosH2401 + 14,66 517,1345 (0,27) 98,54 C,MD, US
Rebaudiozit D CsoHgoO2s - 15,18 1127,484 (-6,78) 100 C,MD
11B-Prostaglandin F1 CyoH3605 + 16,37 379,2453 (0,63) 89,2 C, MD, US
Bromhekzin C14H20Br;N, + 16,54 375,0056 (2,2) 9153 C,MD, US
Diosmetin C16H1206 - 16,71 299,0574 (-4,2) 9498 C
Hierasin C1sH100- - 16,88 301,0364 (3,31) 99,72 C,MD
Rebaudiozit B CagHeoO1s - 17,22 803,3774 (-8,3) 28,34 C,MD
Izorebaudiozit A Cu4H70023 + 17,37 989,4188 (1,28) 100 C,MD, US
Rebaudiozit A Cu4H70023 - 17,42 965,4322 (-9) 82,76 C,MD
15(R)-PGE1 Co0H3405 + 17,54 377,2294 (0,87) 100 C,US
8-iz0-PGF2 Co0H3405 + 17,58 377,2294 (1,28) 100 MD
[zosteviozit CagHeoO1s - 17,78 803,3774 (-8,3) 86,09 C,MD
11-deoksi-PGF1p CooH3504 + 18,05 363,2501 (1,39) 84,6 C,MD,US
Rebaudiozit C Cu4H7002; - 18,55 949,4379 (-9,82) 88,58 C,MD
Rebaudiozit F C3HegO2; - 18,62 935,4207 (-8,32) 81,85 C,MD
8-izo Prostaglandin F1 CyoH305 + 18,91 379,2453 (0,66) 100 C
15(R),19(R)-hidroksi Prostaglandin E1  C,oH340¢ + 18,94 393,2235 (3,5) 100 C
Steviozit CaHeoO1s + 19,51 827,3671 (-0,02) 100 C,MD, US
8-iso Prostaglandin Fla CyoH305 + 20,09 379,2452 (0,78) 100 us
16,16-dimetil-6-keto Prostaglandin E1 ~ C,,H360¢ + 21,09 419,24 (1,03) 100 C,MD, US
11-deoksi-PGE1 Cy0H3404 + 21,20 361,2348 (-0,28) 100 C, MD, US
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Cizelge 4.9. Optimum kosul ekstraktlarindaki pozitif ve negatif polarite gosteren bilesikler ve bunlarin tanimlanmasini destekleyen
ana parametreler (Devami)

Bilesen Molekiiler formiil  Polarite RT m/z-(ppm) Skor Ekstraksiyon
Steviolbiozit CaH50013 + 21,26 665,3143(0,11) 65,81 C,MD, US
PGF2pB CyoH3405 - 22,17 353,2348 (-4,19) 8762 C
1a,1b-dihomo-PGE1 CyH3g05 + 22,34 405,2607 (1,05) 100 C,MD, US
Limaprost CyH3605 + 22,44 403,2457 (-0,41) 100 C,MD, US
5-trans Prostaglandin D2 CaoH305 + 22,68 375,2136 (1,8) 89,62 MD
Izosteviol CyoH3005 - 22,69 317,2138 (-5,08) 50,88 C,MD
16,16-dimetil-PGD2 CyH3605 + 22,73 403,2457 (-0,41) 89,89 C,MD, US
Fitosfingozin C1gH3oNO; + 22,92 318,3001 (0,6) 8443 C
Kastisin C19H1g0s - 22,97 373,0943 (-3,68) 94,35 C,MD
20-etill-PGE2 CyH3605 + 23,57 403,2457 (-0,59) 100 C
15-F2t-IsoP CyH3405 + 23,63 377,2294 (0,87) 89,06 C,MD,US
Butaprost CysH4O5 + 24,56 431,2768 (-0,07) 41,07 C,MD, US
Stearidonik Asit C1gH280, + 24,76 277,2161 (-0,7) 80,3 C,MD,US
11-Deoksi-16,16-dimetil-PGE2 CyH3604 + 24,93 387,2506 (0,07) 100 C,MD, US
1-Palmitoillizofosfatidilkolin Cy4H5:NOsP + 25,22 496,3394 (0,52) 99,78 C,MD, US
3b,12a-Dihidroksi-5b-kolanik asit C4H4004 + 26,93 415,2814 (0,99) 59,28 C,MD, US
Stearik asit C1gH360, - 28,95 283,2657 (-4,93) 68,58 C,MD
Stearamid CigH3;NO + 29,01 284,2948 (-0,03) 93,05 C,MD,US
Melissik asit C3oHg00, - 31,28 451,4542 (-4,79) 64,57 C
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5. SONUC

Seker otunda steviol glikozitlerin ve fenolik maddelerin farkli ekstraksiyon
teknikleriyle degerlendirildigi bu tez ¢alismasinda ¢oziicii ekstraksiyon yontemi,
mikrodalga destekli ekstraksiyon ve ultrases destekli ekstraksiyon islemleri
uygulanmig ve sonrasinda her bir ekstraksiyon igin optimum iglem kosullari
belirlenmistir. Steviol glikozitlerin ekstraksiyonunda ilk adimda yapilan ¢6ziicii
ekstraksiyon yontemi sonunda elde edilen sonuglara gore diger ekstraksiyon
islemleri gergeklestirilmistir. Coziicti ekstraksiyon isleminde bagimsiz degiskenler
olarak EtOH konsantrasyonu, ¢6ziicii orani, sicaklik ve siire olarak belirlenmistir.
Bu islem sonrasinda elde edilen optimum kosullardan EtOH konsantrasyonu ve
¢oziicii oran1 mikrodalga destekli ekstraksiyonda ve ultrases destekli ekstraksiyon
isleminde sabit tutulmustur. Mikrodalga destekli ekstraksiyon isleminde sabit
tutulan EtOH konsantrasyonu, ¢oziicii oran1 ve mikrodalga giicii haricinde yanit
ylizey metodu (RSM) ile sicaklik ve siire parametreleri bagimsiz degiskenler
olarak belirlenmistir. Ultrases destekli ekstraksiyon yonteminde ise sabit tutulan
EtOH konsantrasyonu, ¢oziicli oran1 ve ultrases giicii haricinde sicaklik ve siire
bagimsiz degiskenler olarak belirlenmis ve RSM ile deneme plani olusturulmusur.
Tim ekstraksiyon islemleri iginen yiiksek miktarlarda steviol glikozitler, fenolik
madde, flavanoid ve antioksidan kapasite degerlerinin elde edilmesi amaglanarak
optimum islem kosullar1 belirlenmistir.

Coziicii ekstraksiyon yonteminde optimum kosullar %50 EtOH konsantrasyonu,
118 mL/g ¢oziicli orani, 54 °C sicaklik ve 112 dk. siire olarak belirlenmistir.
Optimum kosullarda gergeklestirilen ekstraksiyon sonunda; rebaudiozit A miktar
41,10 mg/g, steviozit miktar1 64,94 mg/g; TFM miktar1 66,58 mg GAE/g, TF
miktar1 42,13 mg KE/g, TEAK (ABTS) degeri ise 786,45 umol TE/g olarak

belirlenmistir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde, %50 EtOH konsantrasyonu, 118
mL/g ¢oziicii oran1 ve 700 W gii¢ sabit tutulmus optimum islem parametreleri 51
°C sicaklik ve 16 dk. siire olarak belirlenmistir. Bu sartlarda rebaudiozit A miktari
42,84 mg/g; steviozit miktar1 68,02 mg/g; TFM miktari, 67,75 mg GAE/g, TF
miktar1 43,40 mg KE/g, TEAK (ABTS) degeri 838,57 umol TE/g olarak tespit
edilmistir.
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Ultrases destekli ekstraksiyon isleminde %50 EtOH konsantrasyonu, 118 mL/g
¢Oziicli oran1 ve 540 W ultrases giicii sabit tutulmus; 50 °C sicaklik ve 43 dk. siire
optimum noktalar olarak belirlenmistir. Bu kosullarda rebaudiozit A miktar1 42,94
mg/g; steviozit miktar1 70,35 mg/g; TFM miktar1 68,61 mg GAE/g, TF miktar1
47,69 mg KE/g, TEAK (ABTS) degeri ise 853,74 umol TE/g olarak bulunmustur.

Optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarda LC/Q-TOF/MS analizi
gerceklestirilmis ve toplam 65 bilesen tanimlanmustir. Coziicii ekstraksiyonda 60
bilesen, mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde 50, ultrases destekli
ekstraksiyon yonteminde ise 35 bilesen tanimlanmustir.

Ultrases destekli ekstraksiyon yonteminde en yiiksek verimde rebaudiozit A
(42,94 mg/g), steviozit (70,35 mg/g), toplam fenolik madde (68,61 mg GAE/qg),
toplam flavonoid (47,69 mg KE/g) ve antioksidan kapasite degeri (853,74 umol
TE/g) bulgulanmugtir. Ultrases, olusturdugu ses dalgalar1 ve kavitasyon sonucunda
steviol glikozitlerin ve fenolik maddelerin hiicre matrisinden daha etkin bir sekilde
salimin1 gergeklestirdigi sonucuna ulagilabilir. Ultrases destekli ekstraksiyon
sayesinde bitkilerdeki hiicre duvarlarinin ¢6ziicii penetrasyonu ile birlikte istenen
bilegenlerin gecisi hizli ve verimli bir sekilde saglanmaktadir (Tiwari vd., 2012).
Mikrodalga destekli ekstraksiyon (16 dk.) ve ultrases destekli ekstraksiyon (43
dk.) yontemlerinde kisa siirede verimli sekilde ekstraksiyon islemleri gergeklestigi
goriilmiigtiir. Stireden tasarruf edilmesi aym1 zamanda daha az enerji harcanmasi
anlamima gelmektedir. Bu avantajlarindan dolay:1 ultrases ve mikrodalga cevre
dostu teknolojiler olarak goriilebilir. Optimum kosullardaki ekstraktlara uygulanan
LC/Q-TOF/MS analizi incelendiginde ise en ¢ok bilesen ¢oziicii ekstraksiyon

yonteminde tanimlanmustir.
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Ek 3. Toplam fenolik madde miktar1 analizi i¢in gallik asit standardi ile

olusturulmus kalibrasyon egrisi
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Ek 4. Toplam flavonoid miktar1 analizi i¢in katesin standardi ile olusturulmus

kalibrasyon egrisi
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Ek 5. Troloks esdeger antioksidan kapasite (ABTS) degeri i¢in troloks standardi

ile olugturulmus kalibrasyon egri
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