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OZET

Anahtar Kelimeler: Stevia Rebaudiana, Steviosidebddioside A, Ekstraksiyon,
Icecek

Bu argtirmada, Ulkemizde yatirilen Stevia Rebaudiana Bertoni bitkisinden elde
edilen stevioside ve rebaudioside A miktarlar detimistir. Glikozitlerin elde
edilmesi icin Stevia yapraklari sicak su ve pektiiba ekstrakte edilngive bilesenler
alkol ile saflagtiriimistir. Rebaudioside A ve Stevioside miktarlari HPL@ i
Olctimistar. Bunun yaninda meyveli icecek olarak tlkemigda zamanlarda buyuk
bir pazar payina sahip olan limonata ve gazh bacek olarak kola rinleri bu
bilesenlerle hazirlanmgtir. Bu drtnlerin ¢ézuntr kuru madde, titrasyortlgsj pH,

tat, koku, renk ve gorunim o6zellikleri Gzerinde ikt bilesenlerinin etkisi
incelenmg ve bu Ozeliklerseker ve yapay tatlandiriciyla hazirlanan Grinlerin
Ozellikleri ile kasllastiriimistir.

Uygulanan ekstraksiyonslemi sonunda 100 g kuru stevia yagpradan %1.84
oraninda ekstrakt elde edigive bunun yaklgk %51’inin Rebaudioside A ve
%49’unun Stevioside’den gdtugu belirlenmgtir.

Stevioside, rebaudioside Aeker ve aspartam-asesilfam K ile hazirlanan vewé’C
40°C’de 1 hafta depolanan kola ve limonata trtinierBCKM, titrasyon asit#i, pH
ve renk dgerleri incelendiinde 6nemli bir farklilgin olusmadg tespit edilmstir.
Urlinlerin duyusal dgerlendirmesi sonucundagker ile hazirlanan kola ve yapay
tatlandirici ile hazirlanan limonata drtnleri enk ¢cbesenilirken, stevioside ile
hazirlanan drtnler en gliik puani almytir.

Limonata drneklerinin 4°C ve 40°C’de 1 hafta depafasi sonunda, icekdi
askorbik asit ve HMF miktarlarn oOlculmive askorbik asitin en fazla yapay
tatlandiricili Griinde (%96.0-97.4 oraninda) pagdEl, en az stevioside ve
rebaudioside A iceren Urinde (%82-85 oraninda) ghanglgl tespit edilmgtir.
Urlinlerdeki HMF miktari incelengdinde, sekerli triiniin en yiksek HMF icgme
(0.81 mg/L) sahip oldgu, stevioside ve yapay tatlandirici ile hazirlafainde ise
HMF olusmadg tespit edilmgtir.
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Using Stevioside And Rebaudioside A Extracted FroBtevia Leaves
As A Sweetener In Fruit Drinks And Fizzy Drinks

SUMMARY

Keywords: Stevia Rebaudiana, Stevioside, Rebaut®osj Extraction, Beverage

In this study, quantities of Stevioside and Rebaside A that is obtained from
Stevia rebaudiana (Bertoni) grown in our countryrevdetermined. Stevia leaves
were extracted with hot water and pectinase tovercthe sweet compounds and
alcohol was used for purifying the compounds. Tim@ants of Rebaudioside A and
Stevioside was measured by HPLC. Furthermore lada®as a fruit juice which has
a large market share in our country in recent days cola as a fizzy drink were
prepared with compounds extracted from Stevia. &ffect of sweet compounds on
properties such as soluble dry matter, titratitdielisy, pH, taste, odour, colour and
appearance of lemonade were investigated and cechpaisth properties of
lemonade and cola prepared by sugar and artiBerakteners.

At the end of the extraction process of steviadsaw,84 % percentage of stevia
extract was obtained from 100 g dry stevia leavEbis extract contained
rebaudioside A at a percentage of 51% and stewdadid9%.

Investigation of dry matter, titratible acidity, pahd colour values of cola and
lemonade that were prepared with stevioside, rabaigé A, sugar and aspartame-
acesulfam K and stored at 4°C and 40°C, showedgnmifisant storage effect on the
variables studied. Also the results of sensiblduaten of these products has shown
that the most preferable products were cola withas@and lemonade with artificial
sweetener and the least preferable products wéaieand lemonade with stevioside.

After storing the lemonade samples at 4°C and 4€3€,amount of ascorbic acid
and HMF values were measured. It was found thahitleest decomposition value
(96.0-97.4%) of ascorbic acid was occurred in thedpct prepared with artificial

sweetener and the lowest value (82-85%) occurrethenproduct prepared with
stevioside and rebaudioside A. Also it was deteedlithat lemonade with sugar
contained the highest amount of HMF (0,81 mg/L) kemdonade with stevioside and
with artificial sweetener did not contain any HMF.
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BOLUM 1. GiRiS

Gida endustrisinin en temel amagclarindan biri, didlaydgiserek gelsen bilingli
tuketici taleplerini kapilamaya yonelik caymalari yonlendirmektir [1]. Son yillarda
bircok Ulkede diyet ya da enerjisi azalti$nforijinal gidaya veya benzeri trine gore
enerji degerinin en az %25 azaltilmasi) gida tuketimindektisaryeni gida
aliskanliklarinin yerlgmeye baladigini gostermektedir. Gida teknolojisindekigym
gelismeler ve diyet gidalarin tuketimi gkanliginin giderek toplumlarda yegmesi,
gida ureticilerini bu konuda surekli artan talebrsgamaya yoneltmektedir [2]. Gida
endustrisinde yer alan firmalar ve gahlari genel glime paralel olarak gidalardaki
seker miktarini dglirmeyi (diyabet, obezite, kronik hastaliklar vb eglerle)
hedeflemektedir. Gida tatlandiricilari bu sektomgkni tiketici kitlesine hitap
etmektedir. Bu acidan sektor tiketiciye dah#likl, dogal, besleyici 6zelfii olan ve

kalori icerigi dusuk tatlandiricilar sunmaya cghaktadir [1].

Gecmi yillarda 6zellikle diyabet vgismanlik gibi bazi hastaliklari olan insanlar igin
distk kalorili Grtnler Gretilmg olmakla birlikte, Griin gagdinin azligl ve yuksek

fiyattan satilmasi gibi olumsuzluklarin yanindanleiin tat ve aromalarinin yeteri
kadar iyi olmayyi diger bir olumsuzluk olarak gorilmekteydi. GUnumuzske lbu tur

arinler makul fiyata satin alinabifgdi gibi tat ve aromalari da 6nceki urlnlerle
kiyaslandginda daha gelmis durumdadir [1]. Bununla birlikte tatlandiricilarin
gunlik diyette tuketilen gidalar icerisinde 6nefiti yeri olan iceceklerde kullanimi

da son yillarda oldukga buyuk bir 6nem kazagtmi

Gunumiuzdegekerin insan vicudu Uzerindeki olumsuz etkilerinalemak ve Urin
cssitlili gini arttirmak amaciyla, bircok gida sektdriinde gldgibi icecek sektérinde
de tatlandiricilarin kullanimi yaygiglaistir. Bu calsma ile bir dgal tatlandirici
kayna olan ve son yillarda lGlkemizde de yétilmeye bglanan stevia rebaudiana
bitkisinden elde edilen tatlandiricilarin meyvele \gazli iceceklerde kullanimi



incelenmg ve bu bitkiden elde edilen ekstraktta tatl bipye sahip olan stevioside
ve rebaudioside A bikenlerinin miktarlar tespit edilnglir. Tatlihiga sahip bu
bilesenlerin seker veya yapay tatlandiricilara gore avantajlariottaya konmaya

calisiimis, meyveli (limonata) ve gazlh (kola) iceceklerddl&mmi aragtiriimistir.



BOLUM 2. ONCEK 1 CALI SMALAR

Meyve ve sebze sularn esas olarak igerdikleri uvitanmineral ve antioksidan
bilesenler nedeniyle ghkli beslenmenin vazgecilmez temel besinleri ardadir.
Meyve ve sebze sularinin da bu cercevede tim danysd gin tiketilmesi
onerilmektedir. Bugin bu sektér dinyada onemli danayi haline doninis ve

diunya ticaretinde de 6nemli bir pay almayaléaistir [3].
2.1. Meyve Suyu ve Benzeri Uriinler

Meyve suyu ve benzeri icecekler genel olarak, ik&d meyve oranina gore dort
ana kategoride incelenmektedir. Bunlar %100 meyeeen meyve suyu, %25-99
arasinda meyve oranina sahip meyve nektari, %10t34e oranina sahip meyveli

icecek ve % meyve icegiine sahip aromali icecektir [4].
2.1.1. Meyve suyu ve benzeri trtnler ve tanimlari

Turk Gida Kodeksi “Meyve Suyu ve Benzeri Urinler bligi (Teblig No:
2006/56)"ne gore [5];

Meyve suyu: Sgzlam, olgun, taze veya gokta muhafaza edilmimeyvelerden, tek
meyveden veya daha fazla meyvenin garindan elde edilen, elde edidimeyve
ve meyvelerin karakteristik renk, aroma ve tadiahig fermente olmamiancak

fermente olabilen Gring,

Konsantreden Uretilen meyve suyu:Meyve suyu konsantresine, su wudeine
sirasinda ayrilan aromanin ve gergkile pulp ve meyve keseciklerinin tekrar

kazandirilmasiyla elde edilen trina,



Meyve nektari: Meyve suyuna, konsantreden Uretilen meyve suyumgyvensuyu
konsantresine, meyve suyu tozuna, meyve puresiye lvenlarin kagimina, su ve
sekerlerin velveya balin ilave edilmesiyle elde el ek hikumlerle belirtilen
hikumlere uygun, fermente olmamancak fermente olabilen Grint ifade etmek

amaciyla kullaniimaktadir.

Ayrica, Tiurk Gida Kodeksi “Alkolsudcecekler Tebfii (Tebliz No: 2007/26)"ne
gore de [6];

Meyveli icecek: Meyve suyu ve/veya meyve puresi ve/veya bunlarins&otresi
velveya meyve tozu, su vel/veyagel bileenler ile seker ilave edilerek veya

edilmeden tekrgine gore gazli veya gazsiz olarak Uretilen igece

Aromali icecek: Su, aroma maddeleri ve/veyagei bileenler ile seker ilave
edilerek veya edilmeden telme gbre gazli veya gazsiz olarak Uretilen veya

aromalisurubun sulandiriimasi ile hazirlanan iggce

Kola: Su ve kendine 6zgu aroma maddeleri ve/vegardbilesenler ve/veya kafein
ile seker ilave edilerek veya edilmeden tekne gore Uretilen ve karbondioksit ile

gazlandirilmg olan icecgi ifade etmektedir.

2.1.2. Turkiye’de meyve suyu ve benzeri icecek Utieti

Ulkemizde meyve suyu uretimi 1960'I yillarin sonfala balamistir. Yillar iginde
teknolojik gelsmeler yakindan takip edilgive triin ¢gitlendirmesine gidilmtir. ic
pazarda Ozelliklgeftali, visne, kayisi ve kagik meyve nektarlari tiketilmekte iken,
ihracatta girlikli olarak elma sulari 6nem kazargtm. Ancak son yillarda dgsen
egilimler dogrultusunda i¢ pazarda elma, nar, domates ve Uzyunauve 6zellikle
%2100 meyve suyuna olan talebin artmasi bu Urldkeric pazarda kayda ger bir
konuma getirmgtir [7; 8].

Tarkiye’nin 2008 yilinda yurt ici ve yurt gli pazar icin tliketime hazir icecek tretimi

821.6 milyon litredir. Bunun %640 meyve nektartatan, %22’si aromal



iceceklerden olgmaktadir. %100 meyve suyu %9 pay alirken meyvece& %5
pay almstir (Sekil 2.1.) [4].
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Sekil 2.1. Turkiye'de meyve suyu ve benzeri icecakleiretim miktarlarinin dalimi (%) [MS:
Meyve suyu, MN: Meyve nektari, MMeyveli icecek, A: Aromali icecek] [4]

Ulkemizde 2000-2008 yillari arasinda Uretimi yapilmeyve suyu ve benzeri
iceceklerin Uretim miktarlar Tablo 2.1.’de goskaektedir. Toplam Uretimde 2000

yilindan bu yana yakfgk 2.8 kat, onceki yilla gore ise %9.8’lik bir arti
gerceklgmistir [4].

Tablo 2.1. Turkiye'nin yillara gére meyve suyu venberi iceceklerin uretim miktarlari (milyon
litre) [4]

ICECEKTIPi 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

MS 1.9 3.9 56 9.3 12.2 30.6 747 734 708

MN 2028 2121 2085 2336 3003 3689 509.2 5259 5346

Mi 56.7 515 272 16.0 174 29.6 410 257 388

Al 335 346 526 98.4 1294 833 1219 1231 1774

TOPLAM 2949 3021 2939 3573 4593 5124 7468 7481 8216

INDEKS(1) 100 1024 99.7 1211  155.7 173.8  253.2 2537 3288
Oncekiyila

goredegisim 00  +24  -27  +216 +285 +116 4457 +02 +938
(%)




Meyve suyu ve benzeri iceceklerin Uretimindekgidienler hem icecek tipine hem de
toplam Uretim olmak tzergekil 2.2.de verilmektedirSekilde de gorilebilecg gibi
toplam Uretim ve nektar dretimi 2000 yilindan bungaistikrarli buytmesini
surdurmektedir. Toplam Uretim miktar @ik de olsa, meyve sulari 2000-2008
yillari arasinda kendi iginde yakl& 37 kat artarak oldukgca 6nemli bir yikselme
grafigi cizmektedir [4].

900
_g 800

% 700

%- 600 o MS

= 500 o MN

© a mi

T 400 )

£ O Al

E 300 B TOPLAM
E

©

D

lIlI
SEREE nlﬂ
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

Zaman, yil

Sekil 2.2. Tlrkiye'’de meyve suyu ve benzeri icecedtiininin yillara gére dgsimi [4]

2.1.3. Turkiye’de meyve suyu ve benzeri icecek tukmi

Yurt ici tiketime hazir meyve suyu ve benzeri Gtiketimi 2008 yili itibariyla
776 milyon litredir. Bu dger, 2000 yilina gore %164; 2007 yilina gore ise4/&0ts
anlamina gelmektedir. Tuketimde en buyldk payl %@i&.2neyve nektari almakta,
bunu %22.3 ile aromali icecek, %6.8 ile meyve sug$o4.7 ile de meyveli icecek
takip etmektediricecek kategorilerindeki @eim oranlari farklik géstermektedir.
Meyveli icecek tiketimi 2007 yilindan 2008 yilinadar %49.8’lik bir artla birinci
siradadir. Meyveli ice@ %43.7’lik artsla aromall icecek izlemektedir. Bununla
birlikte %100 meyve suyu tuketiminde %15,7’lik lazalma gortlmektedir. Meyve
nektarinda ise %2.3’lUk bir agts6z konusudur (Tablo 2.2.) [4].



Tablo 2.2. Turkiye’de 2008 yili itibariyla yurtithplam meyve suyu ve benzeri icecek tuketimi [4]

YURT ici TUKETIM

iCECEK 2006 % 2007 % 2006’ya 2008 % 2007’ye
TiPi MILYON | (2006) | MILYON | (2007) | GORE | MILYON | (2008) | GORE

litre litre DEGISIM litre DEGISIM

(%) (%)

MS 46.6 7.8 62.6 8.8 +34.3 52.8 6.8 -15.7
MN 399.5 67.0 502.3 70.8 +25.7 513.8 66.2 +23
Mi 30.4 5.1 24.1 3.4 -20.7 36.1 4.7 +49.8
Al 119.8 20.1 120.6 17.0 +0.7 173.3 223 +43.7
TOPLAM 596.3 100 709.6 | 100.0 | +19.0 776 100 +9.4

Tuketim tercihlerinde dikkat cekici olan 2000’li Ikarin bagindan bu yana hizla
buylyen meyve suyu kategorisinde bir azalmgageasi ve nektarlarin buyime
hizinin yava@lamasidir. Bunun altinda yatanshea neden ise, yanan kiresel krizin
Dunya’da oldgu gibi Turkiye'de de tuketici tercihlerinin dahagdit meyve oranli,
dolayisiyla daha diik fiyath 0Grinlere kaymasidir. Buna ek olarak mayv
icecekteki argta etkisi olan bir dier konu ise 2007 yilinda pazara giren
limonata’'dir. Meyveli icecek kategorisinde yer alimonata ambalaja girmesinin
ardindan ciddi bir tiketici kitlesi kazangtir. Bu nedenle, dnimuzdeki yillarda da

meyveli icecek kategorisinde biylume beklenmektgdir

Ulkemizde meyve suyu ve benzeri iceceklerin tiikatdeki artslar Sekil 2.3.’de net
bir sekilde gorilmektedir. 2002 ve 2003 yillarindsgsa@an dgls ile genel trendin
altinda kalinsa da, krize ganen 2008 yili da dahil olmak lGzerez€l butin yillarda
artis gozlenmektedir [4].

Tlketim tercihleri, kategorilere gore olglu gibi tatlara gore de dsiklik
gostermektedir. 2008 yilinda %100 meyve suyu kaisigole %30.05 ile elma ilk
sirada, %24.76 ile kark meyve suyu ikinci sirada ve %16.45 ile portalkalinct
sirada yer almaktadiBékil 2.4.). Onceki yillara gére yanan farklilik ilk sirada yer
alan kargik meyve sularinin, elmanin gerisinde kalmasidir [4

Tablo 2.3.’de her bir kategori icin tiketim ter@hhin tatlara gore dalimi
gosterilmektedir. Burada dikkat c¢ekici olan, ulkentiiketicileri igin klasik tatlar

olan seftali, visne ve kayisinin, pazarin yeni tatlar ilesitenmesi ile pay



kaybetmesidir. Yeni tatlarin ve tasarimlarin tigebesenisine sunulmasinin, pazarin

blyumesine etkisi buyuktar [4].
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Sekil 2.3. Turkiye'de lgi basina yillik meyve suyu ve benzeri icecek tiketinji [4
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Sekil 2.4. Turkiye’de meyve suyu tiketiminin tatlagéare dgilhimi [4]



Tablo 2.3. Turkiye’de meyve suyu ve benzeri Urlinléiiketimlerinin tatlara dalimi (%) [4]

TAT Ms MIN mi Al
KAYISI - 16.01 49.41 12.78
SEFTALI - 36.65 22.07 45.41
VISNE 1.40 2353 10.56 28.69
PORTAKAL 16.45 7.23 0.82 2.43
ELMA 30.05 0.09 0.66 0.02
DOMATES 6.35 - - -
KARISIK/COKLU 24.76 16.09 8.91 0.75
ANANAS 1.53 0.04 1.79 0.64
NAR 8.79 0.21 - 0.39
UzOMm 8.13 - 0.72 -
KARADUT 0.76 - - -
AYVA 0.14 0.08 - -
CILEK - 0.02 - 3.20
SEBZE 0.14 -

SEBZE+MEYVE 0.65

ARMUT 0.19 -

ICE TEA - - 0.79

SUTLD KARISIK - - 1.27

KUSRBURNU 0.53 0.02 0.13

LIMONATA - - 2.87

LiMON - - 445
MANGO - 0.01 1.18
DIGER 0.13 0.02 - 0.06
TOPLAM 100.0 100.0 100.0 100.0

2.2. Meyve Suyu ve Benzeri Urtinlerin Uretiminde Kulanilan Tatlandiricilar

2.2.1. Tatlandiricilarin ¢sitleri ve 6zellikleri

Gunumuzdeeker yerine kullanilan bircok tatlandirici bulunrteakr. Fakat yiyecek
ve icecek endustrisi, daha guvenli Grin geiek ve tuketicilerin beklentilerine
cevap vermek icin dretilen gida urtnlerinin  duyuskdlitesini iyilestirme

calismalarina sirekli olarak devam etmektedir [1].

En iyi tatlandiricinin bulunmasi yonundeki galalar devam etse de hentiz en ideal
tatlandirict bulunamarmtir. Sakkaroz tatlandiricilar iginde altin standattrak
gorulmektedir. Fakat bazi ilag ve sakiz gibi Urieesakkarozun kullanimi uygun
degildir [9]. Alternatif tatlandiricilarin kullanimim baglica nedenleri ggidaki

sekilde siralanabilir;

a) Kalori ve karbonhidrat alimini kontrol etmek amale tiketilen yiyecek ve

icecek ceitlerinde secinsansi sglamaktadir.
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b) Mevcut kiloyu korumaya ve zayiflamaya yardimci oktaalir.

c) Seker hastalarinigeker duizeylerini kontrol etmeye yardimci olmaktadir
d) Dis curiimelerini kontrol etmeye yardimci olmaktadir.

e) Kozmetik trinlerinin ve ilaclarin kullanilabiligini arttirmaktadir.

f)  Uruin maliyetlerinin azaltilmasinda énemli bir rglnamaktadir.

Ideal bir tatlandirici en azeker kadar tath, renksiz ve kokusuz olmalidir.
Kanserojenik olmamalidir. Tatli tadini hemen vdrebli, istenmeyen tat kokuya
neden olmamalidir. Suda c¢Ozunebilmeli, asidik vezikbakosullara ve 1sil
uygulamalara kar dayanikli olmalidir. Uriinin raf émrii boyunca didsini
korumalidir. Urtinin icerdi bilesenlerle uyumlu olmali ve bu bienlerle
reaksiyona girmemelidir. Toksik olmamali, tiketiddin sonra normal bigekilde
metabolize olmali ve vicutta birikmeden atilmalidnsan sgligi icin guvenilir
oldugu bilimsel olarak kanitlanmiolmaldir. Sakkaroz ve ger tatlandiricilara gore
ucuz olmali, kolayca duretilebilmeli ve depolama teima sirasinda problem

yaratmamalidir [9].

Tatlandiricilar dgal ve yapay tatlandiricilar olmak tzere iki grupteelenir. Dgal
tatlandiricilar, seker, bal, melas gibi bitkilerden veya g materyallerden elde
edilir. Aspartam, sakarin, sukraloz gibi yapay aatliricilar ise dgal tatlandirici

molekillerinin kimyasal yontemlerle tretilmesi é&le edilir [10].

Yapay tatlandiricilar kalorisiz olarak uretilirkedogal tatlandiricilarin ¢gu seker
kadar kalori icermektedir. Fakgeker alkolleri viicutta daha farkli metabolize orer
oldukca dgiuk duzeyde kalori icerir. Bu nedenle kalorisi adhalts gidalarin

dretiminde kullanihr [10].

Sakaroz butin tatlandirnicilar igin bir standart stiemaktadir. Batin der
tatlandiricilarin tatl tadi sakaroza goére veriiakarozun tath@ 1'e ssittir. Tablo

2.4.de dgal ve yapay tatlandiricilar ve tatlilik diizeyleelibtilmi stir.



Tablo 2.4. Dgal ve yapay tatlandiricilar ve tatllik diizeyletD]

Tatlandiricinin Tipi Tatlandiricinin Adi Tathlikizeyi
Yapay Aspartam 160 — 200

Tatlandiricilar Asesiilfam K 200
Alitame 2000
Sakarin 300
Sukraloz 600
Siklamat 30
Dulcin 250
Neohesperidin dihidrokalkon 1500
Neotame 8000
P-4000 4000
Karrelam 160000
Bernardam 180000
Sukrononat 200000
Lugdunam 220000

Dogal Brazzein 2000

Tatlandiricilar Curculin 550
Pentadin 500
Glisirizin 50
Mabinlin 100
Monellin 3000
Tamatin 2000 - 3000
Tagatoz 0.92
Stevia 250
Hidrojene Ngasta Hidrolizatlari 0.4-0.9
Izomalt 0.45 - 0.65
Laktitol 0.4
Maltitol 0.9
Mannitol 0.5
Sorbitol 0.6
Ksilitol 1
Eritrol 0.7
Gliserol 0.6

2.2.2. Tatlandiricilar ile ilgili gelismeler

Son iki yuz yildir dguk kalorili sekersiz trtnlerin tiketimi oldukca artgtir. Sadece
Birlesmis Milletlerde 150 milyondan fazla insan bu Urinlediizenli olarak
tuketmektedir. Bu nedenle yuzlerce stk kalorili ve sekersiz drin cadi

bulunmaktadir. 1990l yillarin sonlarinda meydagelen birka¢c ge§menin, bu
drunlerin sayisinin artmasini kolagi@acasl beklenmektedir. Asesilfam K’nin
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iceceklerde kullaniminin, aspartam ve sukralozum tism gidalarda tatlandirici
olarak kullaniimasinin Birkgnis Milletler tarafindan onaylanmasi, poliollerin
sakkaroz ile kiyaslanginda kalori dgerini disurtci etkisinin tim dinyadaki
denetim kurumlarinca kabul edilmesi buna bir érmeBununla birlikte aspartam ve
sakarin gibi bazi tatlandiricilarin insargsgi Gizerinde olumsuz etki aturabilecei

supheleri nedeni ile bu tatlandiricilar Gzerinde ifap calsmalar devam etmektedir

[9].

1960l yillarda siklamat ve sakarin iceceklerde wgser gidalarda birlikte
kullanilmaya bglanmstir. Tatlandiricilarin birlikte kullaniimasi ilegili yaklasim ilk
olarak bu wuygulama ile BkEmtir. Bu tatlandiricilarin  kagim halinde
kullanilmasinin en 6nemli avantaji sakarinin (sakkdan 300 kez daha tath),
siklamatin (sakkarozdan 30 kez daha tath) tatpjilctini arttirmasi ve siklamatin,

sakarinin gizda biraktgl istenmeyen tat kokuyu maskelemesidir [9].

Iki tatlandiricinin birlikte kullaniimasi ile sinésjetki olusur ve tathilik diizeyleri, tek
tek kullanildiklarinda gosterdikleri tathlik diZeyinin toplamindan daha yuksektir.
Sinerjik etki olgumu bircok tatlandirict kagimi igin gecerlidir. Gazh igecek
endustrisinde diyet drtnlerin Uretilmeyeslaanasindaki en dnemli faktor, siklamatin
cok yaygin birsekilde kullaniimasidir. Fakat 1970 yilinda Bgrieis Milletlerde
yasaklanmasi ile birlikte cok genbir pazar payina sahip olan diyet icecekler icin

yeni tatlandiricilar gejtirme ihtiyaci ortaya ¢ikngtir [9].

1970 yilinda siklamat kullaniminin durdurulmasindgamra, on yil boyuncgekere
alternatif olarak yalnizca sakarin kullanihtm. Fakat gunimizde kullanimi
onaylanan aspartam, asesulfam K, sukraloz gibiartdthicilar da diyet Grin
formulasyonlarinda yer almaktadir. iceceklerde genellikle sakarin-aspartam,
aspartam-asesuilfam K ve sukraloz - aspartam korsyamdari kullanilir. Bunun
yaninda asesilfam K-aspartam-sakarin ve aspartaiklamat - asesilfam K Ucli

kombinasyonlari halinde de kullanilabilmektedir.[9]

Polioller de sekersiz Griinlerde kullanilan tatlandiricilar icindaemli bir yere

sahiptir. Fakat polioller sukrozdan daha az tath@istk kaloriye sahip polioller
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diger tatlandiricilar ile birlikte kullanildinda sinerjik etki olgturur ve Grintn tadi
tzerinde olumlu bir etki yaratir [9].

Bununla birlikte tatlandiricilar ile ilgili ortaygikan tim gelmeler olumlu yénde
degildir. Bu tatlandiricilarin gidalarda kullanimi gii@nmg olmasina rgmen insan
sazligl Uzerindeki etkileri ile ilgilistipheler ve bu yonde yapilan gahalar devam
etmektedir [9].

Yapay tatlandiricilarin birgunun &izda acimsi ve metalimsi bir tat birakti
bilinmektedir. Bunun yaninda fenil-ketoniri metakolhastalgl olan Kksgilerin
aspartam alimindan kacinmalari ger@ktive yuksek miktarlarda sakarin
kullaniminin da, mesane kanseri riskini artiratggecbildirilmi stir. Bircok suni
tatlandiricilar mevcut gidalarda bulunmaktadir tadaksikolojik calsmalar heniiz
tamamlanmamngtir. Diger yandan birgok tatli ve diik kalorili bilesikler dogada
bulunmaktadir. Taumatin, glisirizin, ksilitol, phgtulcin, mogroside ve stevioside
bu dagal Urinlerden bazilaridir. Stevia bitkisinden etstélen Grtnler Japonya ve
Paraguay gibi bazi ulkelerde uzun yillar gida & iblarak tuketiimektedir. Bugin
de hala ticari olarak ilgi oga durumundadir [1].

2.3. Stevia Rebaudiana Bertoni

2.3.1. Stevia bitkisinin botanik 6zellikleri

Stevia rebaudiana,Paraguay ve Brezilya’da ygéin Asteraceae (Compositae)
familyasina bali, yabani, kicuk bir ¢cal taraddr. Nemli ortamlaeven, 60-90 cm
boyunda, ortalama 25°C’de ve bazi tlrleri 2300-280@uksekliklerde yegebilen
tatlilk 6zelligine sahip bir bitki turddurStevia rebaudianiain anavatani Giney
Amerika’dir. Paraguay, Brezilya, Kolombiya, MeksjKaruguay, Guatemala, Peru,
Japonya ve Guney Kore'de ygitiilmektedir. Ayrica Kaliforniya veingiltere’de de
yetistirilmektedir. Kuzey Amerika'da tespit edilebilerO'8en fazla cgidi, Gliney
Amerika’da ise 200’den fazla yerli tiri olglutahmin edilmektedir. [1]
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ey

Sekil 2.5. Stevia rebaudiana bitkisi ve gice

Bir bitki ticari Gretim icin 6 yil boyunca kullarabilir. Bu sire icerisinde yapraklar,
yilda 5 kez hasat edilir [11]. Ham stevia yaprakise bundan elde edilen gktoz
formu, sakkarozdan 10-15 kez daha tatlityii.kalitede bir yaprgin sakkarozdan
30 kat daha tatli oldiu tahmin edilmektedir. Fakagada hafif diizeyde acimsi tat

birakmasi olumsuz bir 6zelliolarak ortaya ¢ikmaktadir [12].
2.3.2. Stevia yapraklarinin bilgimi ve kimyasal 6zellikleri

Stevia yapraklarindan kurutularak elde edilen eks$tar flavonoit, alkoloit, suda
¢ozunen klorofil ve ksantofil, hidroksisinnamik @agkafeik, klorojenik, vs), noétral
suda ¢ozunen oligasakkarit, serbgsker, aminoasit, lipit, esansiyel gar ve iz

elementleri (aliminyum, demir, ¢inko vs.) ihtivaretktedirler [1].

Stevia’nin enerji dgeri kurumadde esasina gore 2.7 kcal/g olarak Oliggilim
Bunun yanisira, asesulfam K'nin enerjigde 0, aspartamin 4 kcal/g, sakarinin O
kcal/g ve sukralozun 0 kcal/g’'dir. Sakkaroz tuketiim gunlik diyetteki kalori
miktarina katkisi oldukca yuksektir ve kilo ania neden olur. Bu nedenle gunlik
diyette diguk kalorili bir tatlandirici olan stevianin kullami, alinan kalori
miktarinin azalmasini gklmaktadir. Stevianin icegi diger besin @elerinin
miktarlari ise Tablo 2.5.’de belirtilglir. Tablo 2.5.in incelenmesiyle de

gorulebilecgi gibi, stevia iyi bir protein, mineral ve lif kagdidir. Stevia'da
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bulunan mineraller ise sirasi ile kalsiyum 464.4/106g, fosfor 11.4 mg/100g,
demir 55.3mg/100g, sodyum 190 mg/100g ve potasy@®d0 1mg/100g’dir. Bu
bulgular stevianin, ghgin korunmasi ve bircok metabolik prosesin dizenksim
icin gerekli olan mineralleri iceren bir bglen old@gunu ortaya koymaktadir. Buna
ragmen stevianin yiksek okzalik asit igeyi kalsiyum, demir ve yal yaprakh
bitkilerde bulunan dier besin @elerinin biyoyarawhli ginin azalmasina neden olan

anti-besinsel bir 6zefli olarak ortaya cikmaktadir [12].

Tablo 2.5: Stevia bitkisinin besin i¢grikurumadde esasina gére; 100 g'da) [12]

Bilesen Adi Miktari
Nem (g) 7
Eneriji (kcal) 270
Protein (g) 9.8
Yag (g) 2.5
Karbonhidrat (g) 52
Kl (g) 10.5
Ham lif 18.5
Mineraller
Kalsiyum (mg) 464.4
Fosfor (mg) 11.4
Demir (mg) 55.3
Sodyum (mg) 190
Potasyum (mg) 1800
Anti Besinsel Faktorler
Okzalik Asit (mg) 2295
Taninler (mg) 0.01

Stevia ekstrakti yuksek oranda diterpen steviddoglitlerini icermektedir. Diterpen
steviol glikozit bileenleri; Steviol, Steviolbioside, Stevioside, Rekasile A, B, C,
D, E, F, Rubusoside, Dulcoside A olarak tanimlagum(Sekil 2.6.). Balica tathlik
Ozelligine sahip bilgenler Stevioside ve Rebaudioside A'dir [13]. Steide’in
tatlilik orani, sakkarozdan 110-270 kez , Rebaudi#o8'nin ise, 150-320 kez daha
fazladir. Bunun yaninda Rebaudioside C, sakkaroZda®%0 kez, Dulcoside A ise
30 kez daha tathdir. Rer steviol glikozitler de diilk oranda tathlik 6zelfine
sahiptir. Stevia yapraklarinda bulunan (kurumaddmsma gore) Stevioside,
Rebaudioside A, Rebaudioside C ve Dulcoside A miaasirasiyla %9.1, %3.8,
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%0.6 ve % 0.3'dur [14]. Steviol glikozit preparatldeyaz-acik sari renkte, toz
yapidadir ve suda c¢ozunebilir 6zelliktedir. Kokusuz veya kendine has kokusu

OR2

"ry
Trp

olabilir [13].

Bilesik Adi R1 R2
Steviol H H
Steviolbioside H B-Glc- B-Glc(2—1)
Stevioside B-Glc B-Glc- B-Glc(2—1)
Rebaudioside A B-Glc B-Glc- B-Glc(2—1)
}S-Glc(3—>1)
Rebaudioside B H B-Glc- B-Glc(2—1)
|B-Glc(3—>1)
Rebaudioside C B-Glc B-Glc- a-Rhas(2—1)
(Dulcoside B) |
B-Glc(3—1)
Rebaudioside D B-Glc- B-Glc(2—1)c B-Glc- B-Glc(2—1)
}S-Glc(3—>1)
Rebaudioside E B-Glc- B-Glc(2—1) B-Glc- B-Glc(2—1)
B-Glc B-Glc- B-Xyl(2—1)
|B-Glc(3—>1)
B-Glc- a-Rhas(2—1)

Rebaudioside F
B-Glc

Dulcoside A
S. Rebaudianaitkisinin kimyasal yapisini belirleme gahalari 20. yy'in bglarinda

baslamistir. Fakat, 1960’'a kadar Rebaudioside A ve 197Celak Stevioside’in

Sekil 2.6. Stevia'dan ekstrakte edilen steviol giikterin kimyasal yapilari [13]
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kimyasal yapilari tam olarak belirlenematii 1970’li yillarda yapilan bir
calismada, tathlik 6zelfiine sahip Rebaudioside A, B, C, D, E bdsleri stevia’dan
izole edilmitir. Bununla birlikte, rebaudioside B ve steviolbide’in S. Rebaudiana
bitkisinin dgzal bir bileseni olmadgi, bitkiye uygulanan ekstraksiyon prosesi

sirasinda kismi hidroliz sonucu giusu yonunde kanitlar elde edilgtr [15].

2.3.3. Stevia yapraklarindan steviol glikozitlerintretimi

Stevia bitkisinden steviol glikozitlerin elde edisinde, stevia yapraklari sicak su
veya alkol ile ekstrakte edilmektedir. Bazi dururd&aesansiyel ya lipid ve diger
polar olmayan bilgenlerin uzaklstiriimasi icin yapraklara kloroform veya hekzan
gibi polar olmayan cozticuler ile aymrma slemi uygulanir. Elde edilen ekstrakt tuz
veya alkali c¢ozeltiler ile c¢okturilerek aritilir v&onsantre edilir. Ardindan
konsantrat, glikozitlerin kristalizasyonu igin metd icinde tekrar ¢cozunduraltr. Bu
ekstraksiyon gleminin yanisira, glikozitlerin elde edilmesinderlk@andioksit ile

yapilan super kritik akkan ekstraksiyonu da kullaniimaktadir [13].

Gunumuzde stevia ekstrakt tretimi icin birgcok pdienetot mevcut olmakla birlikte
Uretim aks diyagramlari temel olarak birbirlerine ¢ok yakmnekil 2.7.) [1].

Ticari olarak Uretiminde; stevia yapraklari sicakile ekstrakte edilir. Elde edilen
sulu ekstrakt alkol ile veya iyon gatirici recineler ile izole edilir ve saf§arilir.
Ardindan sprey dryer ile kurutulur [13].

Kovylyaeva ve ark. [16}arafindan, Rusya ve Ukrayna da yeti S. Rebaudiana
yapraklarindaki stevioside, rebaudioside A ve Cikéerinin tespit edilmesi tzerine
bir calsma yapiimgtir. Bu argtirmada, rebaudioside kompozisyonu analiz
edilmeden once, glikozitlerin timid bitkiden izoleilmistir. Rebaudioside A
bilesenlerinin izolasyonundaki en kargnia prosesin, sulu ekstraktlarin organik ve
inorganik kalintilardan (6rriggn; klorofiller, ksantofiller, B-karotenler gibi renk
pigmentleri, proteinler, organik asitler, recinelesesquiterpen laktonlar, vb.)
ayristirllmasi glemi oldusu bildirilmistir. Bu calsmada saflgtirma yontemi olarak,

kalintilarin  hiroksitler ile coktirilmesi ve glikilerin batanol ile fraksiyonel
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ekstraksiyonu kullanilngtir. Evapore edilen sulu c¢ozeltide kalintilarin goke
edilmesi icin ¢ozeltiye, Ca(Okl)ve aliminyum klorit ¢ozeltisi, ardindan NaOH
cOzeltisi ilave edilmitir. Karisim filtre edildikten sonra glikozitler bitanol cotsi
ile ekstrakte edilnstir. Butanol ekstraktlar kuruyana kadar evaporgnagtir. Elde
edilen kati madde, tath glikozit bienlerini ve bitanol ekstraksiyonunda agrayan
renkli kalintilari icermektedir. Daha sonra bu kalar, Al,O; kolon kromatografisi
ile uzaklgtinimistir. Kolon kromatografisinde kullanilan en uygurzgéi butanol-
metanol-su kagimidir. Alkol cozeltisi ile distilasyonsiemi sonunda elde edilen kati
madde metanol ¢Ozeltisinde tekrar kristalize edilme stevioside kristalleri elde
edilmistir. Stevioside kristalizasyonu ardindan kalan Bikgo6zelti borik asit iceren
silika jel kolondan gecirilngtir. Boylece rebaudioside A ve C hinleri izole
edilmistir [16].

[ Kurutma |

=

=

[ Ekstraksiyon

=

I Filtrasyomn I

4

@r Stevya Ekstrakn @

[ Konsantre ] Kurutma J

4 4

I Sivi slevya I Toz stevva ]

Sekil 2.7. Stevia yapraklarinda ekstraksiygleiini aks diyagrami [1]

Vanek ve ark. [17]'nin yapll bir calsmada, kullanimi gin gectikce yaygisda

stevioside icin kolay ve gou sonuc veren bir analitik metot belirlerstiv. Bu basit
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yontem, su ekstraksiyonu, hidrofobik kromatogra$ep-Pak & kolonu) ve
asetonitril-su ¢ozeltisi kullanilan HPLCslamlerini kapsamaktadir. Y&ntemin
uygulanabilirligi icin stevia yapraklarindaki ve meyve cayindakivsiside miktarlari
analiz edilmgtir. 20 adet pget cayda yapilan analiz sonucu icgrdstevioside
miktarlari arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklik gértalmemgtir (P<0,01).
Meyveli cayda bulunan stevioside miktari ortalama482.71 mg/mL olarak
OlcUimistlr. Bu calsmada belirtilen metodun, hizli sonug¢ vermesi veaniky ¢coziici
tuketimini minimize etmesi nedeni ile ¢cevre dosiu hetot oldgu kanitlanmgtir
[17].

2.3.4. Stevia ile ilgili yasal dizenlemeler

Steviol glikozitlerin gida katki maddesi olarak lamilmasi ve ADI dgerlerinin
belirlenmesi FAO/WHO Eksper komitesi tarafindan,533., 68. ve 69. JECFA
toplantilarinda ele alingtir. 63. toplantida, steviolln fareler tzerinde ijap uzun
sureli aratirma sonuclari baz alinarak ADI @i gecici olarak 0-2 mg/kg vicut
agirh g1 olarak belirlenmgtir. ADI degerinin gegici olarak tespit edilmesinin nedeni,
steviol glikozitlerin insanlar Uzerindeki farmokglo etkilerinin kesin olarak
bilinmemesidir. JECFA, stevioside’in yuksek dozdaull&imi ile olgan
farmakolojik etkilerden elde edilen bazi sonucla@e, hipertansiyon ve diabet
hastaliklari icin potansiyel bir tedavi olabilgo@n incelendgini bildirmistir. Fakat
bu farmakolojik etkilerin dgiik dozlu kullanimlarda da ayni etkiyi gostgidveya
bazi insanlar Uzerinde ters etki yapabif@cekonusunda vyeterli sonug
bulunmamaktadir. Bu nedenle 63. JECFA komitesiyisteglikozitlerin, seker
hastalari, normal ve duk tansiyonlu bireyler Uzerindeki etkilerini incgn ek
calismalarin  yapilmasini istegtir. Bu calsmalarin sonuglari 2008 yilinda
gerceklgen 68. ve 69. JECFA toplantisinda gedendirilmisti. Buna gore
aragtirmalardan elde edilen bulgularin yeterli giduve steviol glikozit icin ADI
deseri 0-4 mg/kg vicut @rhg olarak belirlenmgtir. Steviol glikozitler farkl
molekiler &rhktaki bilesenlerin kargimidir. Bu farkli molekillerdeki aktif
bilesenin steviol olmasi nedeni ile 0-4 mg/kg vicgirag olarak belirtilen ADI

deseri yalnizca kagimin icerdgi steviol miktarini ifade etmektedir [18].
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Steviol glikozit spesifikasyonu JECFA tarafindanzinanmstir. 63. toplantida
yalnizca steviol glikozitin saflt ve tanimi igin gecici bir spesifikasyon belirtiktir.
68. toplantida ise tam spesifikasyon hazirlatimiBu spesifikasyonda minimum
saflik deseri, stevioside ve rebaudioside A'yi da iceren ya&dviol glikozit icin %95
olarak belirlenmitir ve rebaudioside C, dulcoside A, rubusosideyistbioside ve
rebaudioside B, D, E ve F iceren steviol glikoziepminin icerdigi rebaudioside A
ve stevioside orani %70ten az olmamalidir. Boyledarkll turdeki stevia
bitkilerinden steviol glikozit GOretiminde JECFA gpfikasyonuna uyum
saglanabilmesi icin 6nemli bir esneklik @anmstir. 69. toplantida spesifikasyon
monografisinde, ¢ozunurlik ve ¢dzlcu etanol miktarlimiti ile ilgili modifikasyon

yapiimstir [18].

2.3.5. Stevia’'nin kullanim alanlari

Stevia’dan elde edilen tatlandiricilar; sakkarotaeg250-300 kat daha fazla tath
olmasi, 1sI ve pH stabilitesinin yiksek olmassjrpe ve firin stabilitesinin olmasi,
alkol icerisinde ¢ozunmesi,geeda metalimsi tadin olmamasi gibi 6zelliklerinin
yaninda en buyuk Ozetlii dogal dgzal yollarla elde edilmesidir [1]. Ayrica
esmerlgmeye ve karamelizasyona neden olmadbelirlenmsgtir [13]. Bugin tim
sicak-s@uk iceceklerde, recel, komposto, muhallebi vb. diaynatilarak girilen
yiyeceklerde, pasta, kek, kurabiye gibi firirnda gk sicakhkta girilen tim unlu
gidalarin igerisinde, deniz drtnlerindggkerleme sanayinde, bazi sebzelerde, cay
sekeri yerine ve s, soya sosu, ygurt gibi birgcok gida tretiminde kullaniimaktadir

[1].

63. JECFA komitesinin, asitli gidalarda kullanilateviol glikozitlerin hidrolitik
stabilitesi tzerine yapilan ¢ginalari incelemesi sonucu elde edilen bulguiagaa
belirtiimistir. Steviol glikozit iceren sitrik asit ¢ozeltism (yaklasik olarak 1000
mg/L’de, ortalama %29 stevioside, %62 rebaudiogyie0°C’de 180 giin boyunca
stabil kaldgl tespit edilmgtir. 80°C’de 8 saat sonunda pH’si 4 ve 3 olan derele
sirasi ile %4 ve %8 oraninda parcal@ndespit edilmgtir. Bu drneklerde 100°C’deki
parcalanma oraninin %10 ve %40’a yukggltelirtilmistir. Ayrica 100 °C’ de pH'si
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6 olan 6rneklerde parcalanma orani %4 olup pH 8lksgldginde pargcalanma orani
%16'ya ¢cikmaktadir [13].

Saflik katsayisi %94 olan rebaudioside A iceretliasecekler (pH 3.8) 24 °C’de 1
yil streyle bekletilmi ve herhangi bir parcalanma trini tespit edilnggmiAnalizi
yapilan 6rneklerde pargcalanma Uriini olarak isoskéviesigi tanimlanmgtir [13].

Komite tarafindan incelenen gir argtirmalarin ¢@u, stevioside ve rebaudioside
A'nin stabilitesi lzerine yapilan cgialardir. Fakat calmalarda kullanilan
tatlandiricilarin saflik dgerleri ile ilgili bilgi edinilememstir. Arastirmalar sonucu

elde edilen bulgular kisagayle 6zetlenebilir [13]:

1) Stevioside igeren %4’'ltk hidroklorik asit ¢ozeltide 5 saat sonunda tanimlanan
hidroliz Grtnleri; %49 steviol, %29 steviolbiosidé4 13-OB-D-glukopiranozil-

steviol ve %19 13-(-D-glukopiranozil-steviolB-D-glukopiranozil esterleridir.

2) Stevioside veya rebaudioside A'nin sitrik asit vdgaforik asit ¢ozeltilerinde
60°C ve 100°C’'ye isitilmalari sonucu herhangi barcplanma drind tespit

edilmemitir.

3) Stevioside’in pH’si 2.5 ve 3.0 olan asit ¢ozeliibele 80°C ve 100°C'de 1 saat
bekletilmesi sonucunda, pH'nin 2.5 ve sicakli 100 °C oldgu kosullarda
bekletilen 6rneklerde maksimum dizeyde (%10) kayugtugu tespit edilmgtir.

4) 650 mg/L oraninda stevioside ve rebaudioside Aeigenétral c¢ozeltilerin
100°C’de 13 saat bekletiimesi sonucunda parcalammaaladigi goralmistir.
Ayni oranda stevioside ve rebaudioside A icerengigeltilerinde (sitrik asit pH
2.6; fosforik asit pH 2.4) 100°C’de 4 saat sonupdecalanma orani %40 olarak
bildirilmi stir.

5) 130 mg/L stevioside iceren sitrik asit c¢ozeltisinoda sicakfiinda 6 ay
bekletiimesi ile; pH 4'de %2.5, pH 3.0’de ise %ldykp oldwgu belirtilmistir.

6) 1000 mg/L oraninda stevioside iceren sitrik asteitisi (pH 2.6) 4°C ve 22°C’de
bekletiimis ve 4 ay sonunda stabil olglu belirlenmitir. Rebaudioside A iceren
¢ozeltinin (pH 2.6) 22°C’de stevioside iceren ctiyel gore daha az stabil
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oldugu, 3 ay sonunda bazi parcalanma uUrunlerininstogu tespit edilmtir.

37°C’de her iki tatlandiricinin da 2 ay sonunda;glanmaya bgadigl ve 4 ayda
parcalanma oraninin %15’e gl belirlenmitir. Bu argtirmada elde edilen
bulgulara gore; sitrik asit cotzeltilerinde stevassin termal stabilitesinin

rebaudioside A’dan daha iyi olgu ileri stralmigtar.

7) 1000 mg/L rebaudioside A iceren fosforik asit ctizelin (pH 2.6) termal
stabilitesinin, 1000 mg/L stevioside iceren fodfomsit cozeltisinden daha

yuksek oldgu tespit edilmytir.

Oda sicakizinda, 500 mg/L stevioside iceren 10 g/L sitrik gpi 2.1) ve fosforik
asit (pH 1.6) cozeltilerinde 1 ay sonra parcalanmdaladigl, %5 lik asetik asit
cozeltisinde (pH 2.6) ise stabil kagdibelirlenmitir. Fosforik asit ¢ozeltisinde 4 ay
sonunda pargcalanma orani %75’esuken, sitrik asit ¢ozeltisinde bu oran %20
olarak olgculmitir. En yuksek stabilite asetik asit ¢ozeltisindeidgmisttr [13].

Bu argtirmalardan elde edilen bulgulari @glendiren 68. JECFA komitesi, steviol
glikozitlerin gidalarda kullanilganda (asitli icecekler dahil), Gretim ve depolama
kosullarinda yeterli diizeyde termal ve hidrolitik stabye sahip oldgu sonucuna
varmstir [13].

Kroyer [19] tarafindan yapilan bir ¢cginada, stevioside'’in farkli proses ve depolama
kosullarinda stabilitesi ve bunun yaninda askorbik, @simin, riboflavin, piridoksin
ve nikotinik asit gibi suda ¢6zinen vitaminler ilsakarin, siklamat, aspartam,
asesulfam K, neohesperidin dihidrokalkon gildediyaygin olarak kullanilan dik
kalorili tatlandiricilar ile ve cay ve kahvede budun kafein ile etkilgme girdiginde
olusturdusu etkiler incelennsitir. Kati haldeki stevioside’in 120°C’de 1 saat lible
edilmesi sonucu iyi bir stabiliteye sahip ogdi 140°C’'nin Uzerindeki sicakliklarda
ise parcalanmaya kadigl tespit edilmgtir. Stevioside c¢ozeltisine 80 °C'de
uygulanan isil slem sonunda pH 2-10 arginda stabil oldgu belirlenmg buna
ragmen guclu asidik kaillarda (pH 1) stevioside konsantrasyonunda ondmli
azalma kaydedilngtir. Suda ¢6zinen vitaminlerin ayri ayri sulu cblei ile

stevioside’in 80 °C’de 4 saat inkiibasyonu sonuridgiaside ve B vitaminlerinde
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onemli bir dgisme gortlmemitir. Bunun yanisira, stevioside’in askorbik asidin
parcalanmasi Uzerine koruyucu bir etkisinin @lduespit edilmgtir. Diger duk
kalorili tatlandiricilar ile ayri ayri sulu c¢ozelthalinde oda sicalginda
4 ay inkibasyonu sonunda bu tatlandiricilar ileviegéde arasinda herhangi bir
etkilesim gorulmemgtir. Organik asit c¢ozeltilerindeki stabilitesi ireadiginde
Stevioside’in dguk pH deerlerinde parcalanmagd@minde olduzu tespit edilmgtir.
Stevioside ile hazirlanan kahve ve cay 6rnekleBORC de 4 saat boyunca uygulanan
Isil islem sonunda kafein ve stevioside iceriklerinde clikilk diizeyde d&sim
gOzlenmgtir. Pratik ygamda bu Urlnlere uygulanan hazirlama ve tiketigullao
g0z onune alinginda, stevioside ve kafein iceriklerinde herhangi degisimin

olmayacd bildirilmistir [19].

Stevia rebaudiana (Bertoni) bitkisinden elde edienrebiana olarak da bilinen
rebaudioside A tatlandiricisinin ggiiilmesi ve ticarilgtiriimesi icin Coca Cola ve
Cargill firmalari tarafindan B&atilan bir calgmada; Clos ve ark. [20] tarafindan
rebiana stabilitesi ile ilgili kapsaml bir cgina yapiimgtir. Elde edilen bulgular
sonucunda, daha 6nce yapilan birggahda, rebaudioside A’nin yapisal honinlo
olan stevioside stabil iken rebaudioside A’'nin giigezina maruz kalginda stabil
olmadgini ileri siren tez curutulngtiir. Yapilan bu ¢ajmada, gingisigina maruz
birakilan kola ve limon-lime iceceklerinde kullaaml stevioside ve rebaudioside A

bilesenlerinde herhangi bir azalma veya bozulma tesiiinemistir [20].

Prakash ve ark. [15]'nin yagtibir calsmada, ¢ boyutlu besin matriks modeli ile
rebaudioside A’nin fonksiyonedi ve stabilitesi incelenngiir. Aspartam ve neotame
Uzerine yapilan calmalardan kazanilan deneyim ile rebaudioside A’nafittesini
etkileyen t¢ 6nemli faktor belirlenstir. Bunlar; Griintin nem icefi, proses sicakdi

ve Urtnuan pH’sidir ve t¢ boyutlu matriksi temsiimektedir. Bu ¢cabmada, gazli
alkolstiz icecekler, tatlandirici formulasyonlargk, ygurt ve kek drlnleri
incelenmétir. Urlinler paketlenngi ve 25°C’de %60 kal nem iceren ortamda
depolanmgtir ve belirli periyotlarda kimyasal (HPLC) ve dwsal analizleri
yapilimstir. Urlinlerin duyusal 6zelliklerinin gerlendirmesi, 35-50 kiden olgan
panel tarafindan Renokta skalasi kullanilarak yapilgtir. Elde edilen bulgular

asaglda kisaca Ozetlenstir [15]:
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Iicecekler: Kola ve limon-lime uriinlerinde rebaudigsA’'nin tatlilk dizeyinin
26 hafta sonunda kabul edilebilir dizeyde @gldbelirlenmitir ve birgcok gazli
icecezin 16 hafta icerisinde tuketilgii belirtilmistir.

Gidalarda kullanilan tatlandiricilar: Rebaudioside birgok tatlandirici
formulasyonlarinda test edilgwe en az 52 hafta stabil katdtespit edilmgtir.
Sakiz: Rebaudioside A'nin 26 hafta boyunca saldalatabil ve fonksiyonel
oldugu belirtilmistir.

Sade Yg@urt: Uygulanan pastérizasyon (87.8°C’de 5 dak) @amkntasyon
islemleri sonunda herhangi bir kaybin ghadgl belirlenmig, 6 haftalik
depolama sonunda (4°C’de) rebaudioside A'nin stdbiugu tespit edilmtir.
Beyaz Kek: Uygulanan isiklem (176.7°C’de 20-25 dak) ve 25°C’'de %60
bagil nem iceren ortamda 5 gin depolama sonunda hgirhiain kayip
olusmadgi gorulmitur.

Diger Urunler Rebaudioside A, tahil ve tahil esash Urlnlerdmksiyonel
gidalarda, ilag formulasyonlarinda, yenilebilir I¢getle ve sekerleme

formulasyonlarinda lzari ile kullaniimstir.

Farkli Grunler igin Onerilen Rebaudioside A konsasyonlari, Tablo 2.6.'da
belirtilmistir [15]

Tablo 2.6. Farkl Grtinlerde kullanimi 6nerilen Reth@side A konsantrasyonlari [15]

Uriin Cesidi Konsantrasyon (mg/kg veya mg/L)
Gazli alkolsiiz icecekler 50 - 600
Alkollt icecekler 50 - 600
Toz igecekler 200 - 2000
Tabletop 800 — 4000
Firincihk Uranleri 200 — 1000
St Uranleri 150 — 1000
Sakiz 300 — 6000
Sekerlemeler 100 — 1000
Tahil Uriinleri 200 — 1000
Yenilebilir Jeller 200 - 1000
Nutraceuticals 200 - 1000

ilaglar 50 — 1000




BOLUM 3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu calsmada, materyal olarak kullanilan “Stevia rebaudi8eatoni” bitkisine ait
kurutulmus yapraklar “Misir Cagisi Baharatithalat Thracat Ltd.Sti.” firmasindan,
fideler ise “Agrimed Biyoteknoloji” ve “Mine Flor&icekgilik” firmalarindan temin
edilmistir. Fide olarak belirtilen firmalardan temini@andiktan sonra, bitkiler sera
kosullarinda yetjtirilmis ve vyapraklari ardirmalarda kullanilngtir.  Sera
kosullarinda yettirilen stevia bitkisine ait fidenin gsimi Sekil 3.1.-3.3.de

gorulmektedir.

Sekil 3.1. Bir ay sonunda stevia bitkisine ait fislegoranimu



Sekil 3.3. Dort ay sonunda stevia bitkisine ait fidtegdriiniima
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Meyveli icecek (Limonata) formulasyonlarinin haammasi icin gerekli olan limon
suyu konsantresi (berrak), aroma (207127) ve emuiis(519145) “Dohler Gida
A.S.” firmasindan, asitfii dizenleyici maddeler [sitrik asit (E330), sodysitrat (E
331)] ve askorbik asit (E 300) “Kartal Kimya Sarm. Vic. AS.” firmasindan, kristal
toz seker Adapazari piyasasindan, aspartam (E951) wélémm K (E950) “Indukern
Istanbul Kimya San. ve Tic. Ltgti.” firmasindan temin edilngtir.

Gazl icecek (Kola) formulasyonlarinin hazirlanmigén gerekli olan kola aromasi
(524072), karamel (E150d) ve fosforik asit (E33Bphler Gida AS.” firmasindan,
kristal toz seker Adapazari piyasasindan, aspartam (E951) \&ilémm K (E950)
“Indukern Istanbul Kimya San. ve Tic. Ltdti.” firmasindan, karbondioksit gazi

“Linde Gaz AS.” firmasindan sglanmstir.

Meyveli ve gazli icecek orneklerine ait bazi 6zddrin (seker, askorbik asit, vb.)
belirmesinde kullanilan kromatografik ve spektrofaetrik olcimler, Sakarya
Universitesi Miihendislik Fakiltesi Gida MiihendisBolumirnde bulunan “Hitachi
LaChrom Elite HPLC” model yiksek basin¢h sivi keografisi Sekil 3.4.) ve

“Schimadzu Mini DV-1240" model spektrofotometr8ekil 3.5.) ile Gazi Osman
Paa Universitesi Ziraat Fakiltesi Gida MihengisBolimi’'nde bulunan “Perkin
Elmer” model yiksek basinc¢li sivi kromatografiSekil 3.6.) cihazlar kullanilarak

gerceklatirilmi stir.

Kimyasal analizlerde ve standart ¢ozeltilerin hHammasinda kullanilan kimyasal
sarf maddeleri “Sigma Chemical Co.” (St Louis, MOSA) firmasindan temin
edilmistir.

3.2. Teknolojik Metotlar

3.2.1. Stevia yapraklarindan Rebaudioside A ve Stmside eldesi

Sera kagullarinda yestirilen stevia bitkisinden elde edilen yapraklaakstraksiyon
islemi “US Patent No 2006/0134292" [14]'e gore geteglirilmi s ve Sekil 3.7.’deki
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akis semasina uygun olarak Rebaudoiside A (Reb A) vei&&le’in ekstraksiyonu
ve saflgtiriimasi sglanmstir.

Sekil 3.4. Hitachi Lachrom Elite model HPLC

YVmini-1240

[ L

Sekil 3.5. Shimadzu mini DV-1240 spektrofotometre
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Sekil 3.6. Perkin EImer model HPLC

Bu amacla, Stevia yapraklari vakumlu kurutucudaCa$® yaklgik 3 saat boyunca,
nem icersi %5-8'e kadar kurutulmgiur. Daha sonra kurutulmgu stevia

yapraklarindansgagidaki sekilde ekstraksiyorsiemi gerceklgtirilmi stir.

Sekil 3.7.’den de gorilebilegegibi; ekstraksiyongleminde, 1 kg kurutulmustevia
yapraklari Gzerine 10 L su (pH 6.5) ilave edime 55°C’ye kadar isitilgtir. Daha
sonra, Uzerine 20 g pektolitik enzim (PECTINEX B#BPL) ilave edilmyi ve
sicaklgl 60°C’ye cikarilarak 5 saat boyunca bekletghini Ekstraksiyon sonunda
yapraklar filtre edilerek ayrilmaive cozeltinin pH’si kalsiyum hidroksit [Ca(O#)
ile pH 10’a ayarlanmstir. Daha sonra, ¢6zeltinin sicaklb5°C’ye cikarilarak 1 saat
bekletilmistir. 1 saat sonunda yayga karstirilarak oda sicakiina kadar sgutulmus
ve olwan cokelti filtre edilerek ayrilmtir. Filtratin pH’si fosforik asit (BPQy)
ilavesi ile pH 7'ye ayarlanmgive Uzerine 220 g beta siklodekstrin ilave edjtmi
Takiben, cozelti 55°C’de 1.5 saat slreyle ¢arlarak bekletiim$ ve ardindan
sicaklgl 10°C’ye kadar squtularak 1 saat sireyle bekletiktii. Olusan ¢okelti filtre
edilerek ayrilmgtir. Filtrat Gzerine 200 g bentonit ilave edifmie 40°C’de 1 saat
bekletilmistir. Olusan c¢oOkelti filtre edilerek ayrilngive ¢ozelti 50-55°C’de rotary
evaporatérde konsantre edilekgkup kivamina getirilngtir.
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Kurutma
(55°C’de 3 saat)

v

Su ilavesi (%10 w/v), Enzim uygulamasi
(Pektinaz, 55°C’de 5 saat) ve Filtrasyon

v

pH ayarlamasi [Ca(OH),, pH:10,
55°C’de 1 saat] ve Filtrasyon

v

pH ayarlamasi (HsPOa, pH:7) ve Beta
siklodekstrin ilavesi (%2,2; 55°C'de 1.5 saat)

v

Bentonit llavesi (%2 oraninda; 40°C'de 1
saat) ve Filtrasvon

v

Konsantrasyon
(Rotary evaporatdr; 55°C)

v

Floklastirma (%96,2'lik CH,OH ilavesi),
Karistirma (40°C’'de 30 dk) ve Filtrasvon

r'd N

Filtrat Cokelti
Bentonit (%2 w/v) ve beta *
siklodekstrin (%2 wi/v) ilavesi Kurutma

ve Karistirma (40°C’de 1 saat)

v v

Filtrasyon W Saflastirma (%95'lik CH,OH,
* 50°C’de 30 dk)
Etanoliin uzaklastiriimasi *
(Vakumlu evaporatdrde) Filtrasyon ve Kurutma

Deiyonizasyon *
(lvon degistirici recine ile) REBAUDIOSIDE A

v

Saflastirma (%90’lik CH,OH;
10-12°C’de 30 dk karistirma)

v

Filtrasyon ve Kurutma

v

STEVIOSIDE

Sekil 3.7. Kurutulmy Stevia yapraklarindan Stevioside ve Rebaudiosidieefimi aks semasi



31

Rebaudioside A’'nin ayrilmasi ve saflgtinimasi: 50 g surup Uzerine 0.25 L
%96.2'lik etanol c¢ozeltisi ilave edilmive 50°C’'de 30 dakika sireyle yaga
karistiriimistir. Daha sonra kanm oda sicakfiina kadar sgutularak olgan cokelti
filtre edilerek ayrilmg ve kurutulmgtur. Olwian tozun girliginin 14.2 g oldgu ve
%84.4 Rebaudioside A, %11.2 Stevioside, %4.4 Rabauwd® C icerdii

belirlenmitir.

Rebaudioside A'nin safiini arttirmak amaciyla, elde edilen toz Gzerinedrdninda
%95 lik etanol cozeltisi eklenmi ve 50°C’de 30 dakika sireyle yaga
karstirilmistir. Karisim oda sicakfiina s@utulmus ve olwan ¢okelti filtre edilerek
ayriimistir.  Elde edilen bu c¢okelti kurutularak RebaudiasidA eldesi

gerceklatirilmi stir.

Stevioside’in ayrilmasi ve saflgtirilmasi: Rebaudioside A'nin safjariimasi
sirasinda ayrilan filtrat %2 (w/v) oraninda bentove %2 (w/v) oraninda beta
siklodekstrin ile kaktirilmis ve 40°C’'de 1 saat bekletilgr. Elde edilen
suspansiyon halindeki c¢ozelti filtre edignive 1:1 oraninda distile su ile
karstirilmistir.  CoOzeltideki etanoliin  uzakfarilmasi icin rotary evaporator
kullaniimistir. Cozelti iyon degistirici regine kullanilarak deiyonize edilgive
konsantre edilerek kurutulmgwr. Olwsan 28.7 g tozun %93’Unln stevioside @du
tespit edilmgtir. Safliginin arttinlmasi amaciyla; elde edilen tozun Uzeril:2
oraninda %90’'lik etanol ¢ozeltisi ilave edikwe 10-12°C’de 30 dakika sireyle
yavaca karstirilmistir. Olusan ¢okelti filtre edilmg ve vakum altinda kurutulngtur.

3.2.2. Meyveli icecek (Limonata) tretimi

Limonata Uretiminde; Rebaudioside A, Steviosigker (sakaroz), yapay tatlandirici
(aspartam-asestlfam K) iceren doért ayri formilasyardlaniimistir. Limonata
Uretimi sirasinda kullanilan deca bilesenler ve kullanim oranlari Tablo 3.1.'de

verilmistir.



32

Tablo 3.1. Meyveli icecek (Limonata) Uuretiminde lknlilan balica bilegenler ve kullanim
oranlari (%)

Formiilasyonlar ve Balica Bilesenler

Hammadde Adi
I Il 1] v

Limon Suyu Konsantresi 1.86 1.86 1.86 1.86
Limon Emulsiyonu 0.16 0.16 0.16 0.16
Limon Aromasi 0.06 0.06 0.06 0.06
Sitrik Asit 0.44 0.44 0.44 0.44
Sodyum Sitrat 0.08 0.08 0.08 0.08
Askorbik Asit 0.02 0.02 0.02 0.02
Rebaudioside A 0.108 - - -
Stevioside - 0.198 - -
Seker - - 12.68 -
Aspartam - - - 0.029
Asesulfam K - - - 0.0125

Tablo 3.1.’e gore hazirlanan limonata 6rnekleri,GB6e 10 dk pastorize edilgtir.
Pastorize edilen limonatalar 250 mL’lik ambalajlgerisine doldurulduktan sonra

+4°C’de depolannstir.

Elde edilen limonatalarin fiziksel, kimyasal ve dsgl 6zelliklerinde raf 6mri
sonunda meydana gelengdgneleri belirlemek amaciyla; drtnler, etliv icerisnd
40°C’de 7 gun boyunca bekletilerek yakla 6 aylk bir raf dmrine denk bir
yaslandirma testi gerceldgrilmistir. Bu sekilde; taze hazirlanmive yglandirma

testi uygulanmy 6rneklerde fiziksel, kimyasal ve duyusal analizlggulanmgtir.

3.2.3. Gazli icecek (Kola) tretimi

Kola Uretiminde; Rebaudioside A, Steviosideker (sakaroz), yapay tatlandirici
(aspartam-asesulfam K) iceren dort ayri formilaskahaniimtir. Kola tretimi
sirasinda kullanilan klaca bilesenler ve kullanim oranlari Tablo 3.2.’de verigtim.

Urlinlerin  karbondioksitlendiriimesisleminde “Soda Club Worldwide Trading
Company” firmasi tarafindan dretilen “Soda Streatha@” kullaniimstir (Sekil
3.8.). “Soda Stream” cihazinda kullanilan karboksdib tipine karbondioksit
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gazinin dolumunda; “Linde Gaz # firmasindan temin edilen 35 kg'lik
karbondioksit tupu ve gaz aktarimingkgyacak 6zel bir aparat kullanilgar. (Sekil

3.9.) Boylelikle, karbondioksit tuplerine 250 gr rkandioksit gazi dolumu
yapilmstir.

Tablo 3.2. Gazli icecek (Kola) uretiminde kullamliaglica bilegenler ve kullanim oranlari (%)

Formilasyonlar ve Balica Bilesenler

Hammadde Adi

I Il 11 v
Kola Base 0.2 0.2 0.2 0.2
Fosforik Asit 0.1 0.1 0.1 0.1
Karbondioksit 0.84 0.84 0.84 0.84
Rebaudioside A 0.065
Stevioside 0.098
Seker 9.4
Aspartam 0.023
Asesulfam K 0.01

Sekil 3.8. Soda stream cihazi ve karbondioksit tipu
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Sekil 3.9. Soda Stream cihazi karbondioksit tiptu@g az1 dolumu

Karbodioksit doldurulan tiip cihaza yegtieilmis ve cihazin 1 L'lik 6zel su kabi
soguk su ile doldurulmgtur. Hazirlanan karbodioksitli su ile Tablo 3.2’Helirtilen
formulasyonlar kullanilarak hazirlanaguruplar 5:1 oraninda katirilarak 250
mL'lik pet siselere dolumu yapilngtir (Sekil 3.10.). Hazirlanan driinler +4°C'de
depolanmytir. Ayrica, limonata da oldiu gibi hazirlanan Uriinlere 40°C’'de 7 giin

sureyle yalandirma testi uygulanmtir.

Sekil 3.10. PeBise (250 ml)
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3.3. Analitik Metotlar

3.3.1. Stevia’dan elde edilen Rebaudioside A ve 8ieside glikozitlerin analizi

S.Rebaudiana Bertoni bitkisinden elde edilen ek#ta ile gazli ve gazsiz
iceceklerdeki Steviol glikozitlerin tayini, Bartalze ve ark. [21]'na gore yapilgi
ancak analizde piklerin daha iyi ayiriminiglsemak amaciyla yontemde bazi
desisiklikler yapiimistir. Elde edilen 6rneklerdeki glikozit miktarlargrneklerin
alikonma zamanina pla olarak tespit edilen pik alanlarina go&ekil 3.11.), daha
once hazirlanan Stevioside ve Rebaudioside A stagdafiklerinden hesaplangi

ve miktarlar mg/100g cinsinden belirtilgtir [21].

0 o 1 or " R B & 8 2 & 1 8
R wonE ! S T O
(. I\\J.L| Il [ | | | | | | | | | | |
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—Bz2
_Be2

=]
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—1z=F
_zz3e

g
L
| |

—18.arF
—27 .64

=L
=5
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—2a.07
— S
=A==
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—EE.EE
—=2.20

—18.18

—1a=2
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Sekil 3.11. Stevioside ve Rebaudioside A'ya ait deh cozeltilerin HPLC kromatogramlari
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HPLC cihazinda kullanilan kromotografi kdlar ssagida verilmitir:

Kromatograf : HPLC (Perkin Elmer Series 200)

Dedektor . Refraktif index (RI) detektori (Perkihmter Series 200)
Kolon : ChrometiSIL Spheribond amino kolon (250,8 /aAm; 5 um)
Kolon sicaklg :30°C

Mobil faz ¢ozeltisi : %80 asetonitril + %20 saf su

Akis hizi :1zokratik aks, 1 mL/dakika

Enjeksiyon hacmi : 20 pL

Islem suresi : 25 dk

3.2.2. Askorbik asit analizi

Gazsiz igeceklere (Limonata) ait drneklerin asKorasit icerginin belirlenmesi,
Kola (2010) tarafindan uygulanan yonteme gére yagtir [22].

Limonata orneklerinden 5 mL alinarak test tipUnéamlknis ve Gzerine 5 mL
%2.5’lik m-fosforik asit ¢Ozeltisi eklenmive kargim “Hettich Universal 320-R
model” santrifijde 10 dakika sure ile santrifijlagtn. Santriflij tpundeki berrak
kissmdan 0.5 mL alinmi ve %2.5’lik m-fosforik ¢ozeltisi ile 10 mL'ye
tamamlanmtir. Bu kargim, 45um'’lik teflon filtreden (Chromafif Xtra PET-45/25
0.45 pm) gegcirilmi ve viallere doldurularak HPLC cihazinda askorbt @analizi
gerceklatirilmistir. Askorbik asitlerin tanimlanmasinda ve miktayininde askorbik
asit standart ¢oOzeltisinin alikonma sireleri ve dantrasyonlarina gore kiyaslama
yapiimstir. Elde edilen bulgular mg/100 mL olarak ifadelmdstir. HPLC cihazinda
kullanilan kromotografi ksullari (Sekil 3.12.) ve standart cotzeltilere ait HPLC
kromatogrami §ekil 3.13.) gaagida verilmitir:

Kromatograf : HPLC (Hitachi LaChrom Elite HPLC)

Dedektor : DAD detektér (L-2455 Diode Array Deteagto
Kolon : Phenomenex Luna 5u C18 kolon (250%4.6 min 1D
Kolon sicaklgl :20°C

Dalga boyu : 244 nm
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Mobil faz ¢ozeltisi : 3% metanol iceren 0.002 M'I(NH)2HPQ, (diamonyum
hidrojen fosfat) ¢cozeltisi

Akis hizi :1zokratik aks, 1.5 mL/dakika

Enjeksiyon hacmi : 10 pL

Islem suresi : 10 dakika

3.3.3. Nem tayini

Nem tayini, “And” marka “Moisture Analyzer, MS-70fem tayin cihazi kullanilarak
105°C’de gerceklgtirilmi stir. Olguimler sirasinda, 6rgim kurumadde kabi igerisinde
homojen olarak dalmasi ve yanmasini engellemek amaciyla sivi gidage
kullanilan “Glass Fiber Sheet (AND AX-MX-32-2, @ 7&m)” kullaniimsg ve

sonuclar % olarak ifade edilgtir.

3.3.4. Suda ¢6ziunur kurumadde miktari

Suda ¢ozunur kurumadde (SCKM) miktari, Abbe retvatetresi (WYA marka) ile
olculmis ve sicaklik (26C) ile asitlik deserleri esas alinarak gerekli diizeltmeler
yapilmstir [23]. Elde edilen bulguldiBriks olarak ifade edilngtir.

3.3.5. Titrasyon asitli

Titrasyon asitlgi (TA), potansiyometrik titrasyon yontemine gored[2/apiimstir.
Titrasyon asitigi tayinde, homojen hale getirilen icecek o6rneklden 20 mL
alinarak 0.1 N NaOH cozeltisi ile pH 8.1'e kadaretiedilmg ve sonuglar susuz

sitrik asit cinsinden g/100 mL olarak ifade edgtmi
3.3.6. pH
pH olcimlerinde, homojen hale getirilen kola vedmata drneklerinden 100 mL’lik

behere 20 mL alinarak pH metre (Hanna pH211) vyardim pH deerleri
OlcUimistar [25].



38

&9 Pump I 2 Sampleri & Dven! 2 DAD! 4

Aux Traces | WL Baseline Check }‘, Trigger

| 30 Pump Setup

Pressure Limit - ~ Solvent Mames-
Min Max Pump A
Purpd [0 (5683 psi A |DAHF+ Metanal ||
B |
~ Flow e | .
I Tum 0K at Shutdown ! | .

A
Flow Rate | Evert | Event | Event |
za0 | [mldrin) 1 2 3

0o |

i _Time i |
| [min] | ZDAHF+ Metanal

1000 | 0o

Ewent
A |

0o |

1.500

Pump & Solvert & 400,0%
Solwent B 2,0%
Solwent T 0,084
Solvent OF 2,00
Flows Rate 1.SDD raLirin
Ewent S0 min
HmeiaD 0 1 5 3 4 5 & 7 5 3 0
=
Sekil 3.12. Askorbik asit analizinde kullanilan izakik aks ve HPLC kgullari
2 2
1 pea Askorbik Asit —
Name
Retention Time
-4 -4
6 -6
8 -8
2 1 [ =
< g
£ =
-10 -10
12 -12
o mromo o n e o om om o o Moo @ O o @ o o o o
~ O O dNOND O © oy OO S PN~ 0 I OONT M 0 00O - O NO O ISM 1 oo am
QO N OO0 M uUxo~ O (3] 0o WO SN N0 O « <N MO0 N I O~OO—-N ©© N O O O ADDYAO <k
14 g g S A o o ooy Ot I K F 15 100 1BA6E G W6 GOONNN :r\' ~ co‘l; ; oa‘zg G;C\mmumx 14
O Ded Or—ded o <O C: OO SO NSO M 0N 0MNW NN 0 OXNN NS M o < n ~ fo2]
oo 35 2IFEE 2 STWIH | DL W FLQ B2IQ YW AAENS 0BT By o Sno B oweirm o
SR geeRee R § gNmie | 335 S-S g S ne 2 IR Lomugic 08 J S g Shg © govam oy
N R T I T R S T A I R IR IR A D D §
I s e = S A R B A R A B N R R R R RN R I e A IR R AR R R
©
o
16 o -16
5
N
0 1 2 3 4 5 6 7 9 10
Minutes

Sekil 3.13. Askorbik asit standart ¢ozeltisinin HPkf©matogrami



39

3.3.7. Tat dengesi

Tat dengesi, 6lctlen suda ¢6zinir kurumadgerdierinin (SCKM), titrasyon asiti
(TA) degerlerine boélinmesi (SCKM/TA) sureti ile hesaplagimni[26].

3.3.8. Renk

Gazli (Kola) ve gazsiz (Limonata) iceceklerde réfgiiminde kolorimetre (Minolta,
model CR-400), CIE L*, a* ve b* sistemi kullanil&rd*, a* ve b* deserleri
belirlenmistir. Renk farkliliklari (kroma), C= [(@®)+ (b*) 4Y?) formulu yardimiyla
hesaplannstir [27]. Parlaklik (hue angle®l{)) dereceleri ise h=arctanjant (b*/a*)

veya tan-1 (b*/a*) formullerine gbre hesaplagimi[28].

3.3.9. Hidroksimetilfurfural (HMF) Tayini

Taze hazirlanml ve yaglandirma testi uygulanmilimonata 6rneklerinde HMF
miktarinin belirlenmesi, Cemetlu (2007) tarafindan uygulanan yonteme gore
yapilmstir [29]. Bu amagla, 50 mL'lik bir balon joje i¢ceine 25 mL icecek orige

ile 10 mL saf su, 1 mL Carrez | ve 1 mL Carrezdrteltileri ilave edilip saf su ile 50
mL’ye tamamlannstir. 10 dakika sireyle bekletilen érnekler daharadtaba filtre
kagidindan suzulmgitr. Seyreltilen ve filtre edilen érnekten 2 tegbiine 2er mL
aktarilip, her iki tipe 5’er mL p-toluidin ¢ozeltisklenmitir. TUplerdensahit olarak
kullanilan birinci tipe 1.0 mL saf su, ikinci tiped mL barbiturik asit ¢ozeltisi ilave
edilmistir.  Orneklerin  absorbansi sahide kagi 550 nm'de UV/VIS
spektrofotometrede oOlculngiiir. HMF standart graginden ornekteki HMF miktari

belirlenmg ve sonuglar mg/L olarak ifade ediltir.

3.3.10. Duyusal analizler

Kola ve Limonata formullerine ait drneklerin tapKku, renk ve gériniim yoéninden
duyusal 6zellikleri British Nutrition Foundation@@1) tarafindan belirtilen 5 nokta
hedonik skala yontemi ile belirlengtir [30]. Duyusal analizler sirasinda kullanilan

deserlendirme formu ve derlendirme kriterleri EK-1 ve Ek-2’de belirtilgtir.
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3.4.1statistiksel Degerlendirme

Denemelerden elde edilen veriler, SAS istatistilks®lliz paket programi (The SAS
System for Windows v 9.13, SAS Institute Inc.; SAB02) ile tesaduf parselleri
deneme planina gore varyans analizine tabi tutylfawkli bulunan dgerler Duncan
¢coklu kaslilastirma yontemi ile belirlenngtir [31].

Istatistiksel dgerlendirme sonucunda, 0.01 ya da 0.05 guven sanigire
birbirinden farki 6nemli bulunan derler, ilgili tablolarda farklh harflerle
isaretlenmglerdir.



BOLUM 4. ARA STIRMA BULGULARI VE TARTI SMA

“Stevia rebaudiana Bertoni” bitkisinden elde edilgtevioside ve Rebaudioside A
kullanilarak Uretilen gazli (Kola) ve gazsiz icelesin (Limonata), icecek sanayi
acisindan 6nemli bazi 6zellikleri ile raf mri sirala meydana gelengigmeler ve
elde edilen bulgular bu kisimda ele aligimni Bunun yanisira; Stevioside ve
Rebaudioside A ile uretilen drunlerigeker ve yapay tatlandirici (aspartam-
asesulfam K) kullanilarak uretilen iceceklerle dgaklanmasi yapilrgtir.

4.1. Stevia Yapraklarindan Rebaudioside A ve Stevside Eldesi

Sera keullarinda yettirilen Stevia bitkisinden elde edilen taze yapaaki nem
miktarinin ortalama %82.6 oldu belirlenmitir. Toplanan taze stevia yapraklari
55°C’de 3 saat sureyle kurutulgnwe kurutulan yapraklarin nem orani ortalama %6.2

olarak tespit edilnstir.

Metot kisminda belirtilen aki semasina (bkz. Syf 31Sekil 3.7.) gore; her
ekstraksiyongleminde 100 g kurutulmyuStevia yaprg kullanilarak, Rebaudioside
A ve Stevioside ekstraksiyonu gganmstir. Ekstraksiyon gleminde organik ve
inorganik kalintilarin ~ (6rn@n; klorofiller, ksantofiller, B-karotenler gibi renk
pigmentleri, proteinler, organik asitler, recinelesesquiterpen laktonlar, vb.)
ayristirllmasinda beta siklodekstrin ve bentonit, ¢caleglh pH’larinin ayarlanmasi
amaciyla da Ca(OH)\e HPO, ¢ozeltileri kullaniimg ve bu kalintilar ¢okturilerek
uzaklgtirimistir (Sekil 4.1.).

Filtre edilen ekstrakt Gzerine etanol cotzeltisivédlaedilerek Rebaudioside A ve
Stevioside molekillerinin metot kisminda belirtileks semasina (bkz. Syf 3§ekil
3.7.) gbre ayri ayri ¢okturtlmesi @anmstir. Coken glikozitler kurutularak toz
haline getirilmgtir (Sekil 4.2.)
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a C

Sekil 4.1. Kurutulmy Stevia yapraklarindan Rebaudioside A ve Stevidsideekstraksiyonunda
ayristirma ve ¢okturmeslemleri (a- Ca(OHy, b- betasiklodekstrin, c- bentonit)

1L

a

Sekil 4.2. Etanol ile glikozitlerin ¢okturilmesi (s toz halindeki glikozit bilgenleri (b)

Steviol glikozitlerin (Rebaudioside A ve Steviosidekstraksiyonunda kullanilan
yontemin Ozellikle renk maddelerinin uzaiialmasinda fazla etkili olmagh ve
elde edilen Rebaudioside A ve Stevioside glikodrileenklerinin beklenenin aksine
(beyaz renk) daha koyu renkli olglu gorulmigtir. Bu nedenle, saffarma
islemlerinin daha etkin bigekilde gercekligtiriimesinin ve kullanilan ekstraksiyon
isleminin gelstiriimesinin yararli olacgn disintlmektedir.
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4.1.1. Stevia ekstraktindan elde edilen Rebaudio®dA ve Stevioside miktarlari
Ekstraksiyon glemi sonunda, 100 g kurutulmustevia yaprgindan elde edilen
toplam stevia ekstraktinin icegdiStevioside ve Rebaudioside A miktarlari (g) ve

oranlari (%) Tablo 4.1.’de belirtilrgtir.

Tablo 4.1. Kurutulmg Stevia yapraklarindan (100 gr) elde edilen ortalatikozit miktarlari

Elde Edilen Ekstraktaki Oranlari

Glikozitin Adi

Miktar (g) Miktar (%)
Rebaudioside A 0.938 50.98
Stevioside 0.902 49.02
TOPLAM 1.840 100.00

Tablo 4.1.’in incelenmesiyle de gorulebilgcgibi; 100 g kuru stevia yapgendan
ortalama olarak %1.84 stevia ekstraktl elde eglilsde bunun yaklgk %51’inin

Rebaudioside A ve %49’unun da Stevioside’destafiu belirlenmitir.

“US Patent No 2006/0134292” yontemi ile 1 kg kurevia yaprgina uygulanan
ekstraksiyon gslemi sonunda, 10.1 g Rebaudioside A ve 26.7 g 8sale elde
edildigi belirtilmistir [14]. Bu yonteme gotre elde edilen toplam stesiatraktinin
kurumadde esasina gore %3.7 @awe bunun da %27.45’inin Rebaudioside A,

%72.55'inin de Stevioside’den meydana ggiltespit edilmgtir.

Yapilan ekstraksiyon sonunda elde edilen steviatrgktinin “US Patent No
2006/0134292” yontemine gore elde edilenden %49ahinda daha az oldu

belirlenmitir. Elde edilen Rebaudioside A miktarinin ise yai 1.9 kat daha fazla
(~%54), Stevioside miktarinin ise yakla %68 oraninda daha az offlu tespit

edilmistir.
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4.1.2. Meyveli iceceklerde (Limonata) Rebaudiosida ve Stevioside kullanimi

Rebaudioside A ve Stevioside ile hazirlanan tazegagandirma testi uygulanmi
limonata orneklerindeki Stevioside ve Rebaudiosilemiktarlari Tablo 4.2.’de

verilmistir.

Tablo 4.2. Taze ve ymndirma testine tabi tutulan Limonata drnekleririebaudioside A ve
Stevioside Miktarlari (g/L)

Depolama Kasullari
Glikozitin Adi

4°C’de 7 giin 40°C'de 7 giin
Rebaudioside A 2.44 2.55
Stevioside 0.23 0.26

Tablo 4.2.’den gorilebilege gibi gore; Rebaudioside A ile hazirlanan ve 4«€H
hafta slreyle depolanan limonata o6rnekleri (tazefalama olarak 2.44 g/L
rebaudioside A icerirken, 40°C’'de 1 hafta sureyépalanan orneklerin 2.55 g/L
Rebaudioside A icergi tespit edilmstir.

Stevioside ile hazirlanan limonata 6rneklerinde 4€'de 1 hafta siireyle depolanan
limonata drneklerinin ortalama olarak 0.23 g/L $deide icerdgi, 40°C’de 1 hafta
sureyle depolanan orneklerin ise ortalama olarék6 Og/L Stevioside icerdi
saptanmytir (Tablo 4.2.).

Elde edilen bulgularin birlikte gerlendiriimesi sonucu; hem Rebaudioside A hem
de Stevioside iceren, 4°C ve 40°C'de 1 hafta seéregpolanan orneklerde raf dmr

suresince belirgin bir farklgin olmadgi goralmistar.
4.1.3. Gazli iceceklerde (Kola) Rebaudioside A vdevioside kullanimi
Rebaudioside A ve Stevioside ile hazirlanan tazeg/agandirma testi uygulanmi

gazh bir icecek olan Kola 6rneklerindeki Steviaside Rebaudioside A miktarlari

Tablo 4.3.’de verilmytir.



45

Tablo 4.3. Taze ve yandirma testine tabi tutulan Kola érneklerinin Rablioside A ve Stevioside
Miktarlari (g/L)

Depolama Kasullari

Glikozitin Adi

4°C’de 7 giin 40°C'de 7 glin
Rebaudioside A 0.60 0.82
Stevioside 0.14 0.16

Tablo 4.3.’Un incelenmesiyle de gorulebilgicgibi; Rebaudioside A ile hazirlanan
ve 4°C'de 1 hafta sureyle depolanan kola 6rnektetilama olarak 0.60 g/L
Rebaudioside A icerirken, 40°C’de 1 hafta streywpalanan érneklerin ise ortalama
olarak 0.82 g/L Rebaudioside A icegditespit edilmjtir. Buna gore; 4°C’de
depolama sonucunda, Kola 6rneklerinde formulasydad@anilan Rebaudioside A
miktarina gore %7.54 oraninda azalma @ldwespit edilmitir. 40°C’de depolama
sonucunda ise BkEngicta kullanilan Rebaudioside A miktarina goresmen
Rebaudioside A icefinin arttgl, ancak, 4°C ve 40°C’deki bu sonuclarin analizahat
sinirlart icerisinde kalgh ve baglangicta kullanilan miktarlara gbére onemli bir
farkliligin olmadgi tespit edilmgtir.

Stevioside ile hazirlanan ve 4°C’de 1 hafta sireg@pgolanan kola 6rnekleri ortalama
olarak 0.14 g/L Rebaudioside A icerirken, 40°C’dehafta slreyle depolanan
orneklerin ise ortalama olarak 0.16 g/L Rebaudm®sid icerdpi tespit edilmstir
(Tablo 4.3.). 4°C’de depolanan Kola ¢rneklerindev@&tside miktarinin bdangicta
kullanilan Stevioside miktarina gére %87.46, 40eC’'depolanan Orneklerde ise

%85.18 oraninda azafdibelirlenmitir.

4.2. Limonata ve Kola Orneklerinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri ve

Depolama Stresince Meydana Gelen @gmeler

4.2.1. Meyveli iceceklerin (Limonata) bazi 6zellildri ve depolamanin etkileri

Rebaudioside A, Steviosidgeker ve Aspartam-Asesilfam K kullanilarak hazirrana

taze ve yglandirma testi uygulanan limonata drneklerinin sgdainir kurumadde
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(°briks), titrasyon asitfji (/100 mL), pH, tat dengesi (SCKM/TA) ve L-askiklasit
deserleri Tablo 4.4.’de verilngtir.

Tablo 4.4. Limonata ¢rneklerinin suda ¢oziunur kuadde, titrasyon asifli, pH, tat dengesi ve
L-askorbik asit dgerleri

Kullanilan Tatlandiricinin Tipi

Ozellikler Depolama Asoart
Kosullar Rebaudioside A  Stevioside Seker spartam-
Asesilfam K

SGKM (%briks)  4°C’de 7 giin 1.40°% 1.50° 13.10° 1.40°

40°C'de 7 giin 1.40° 1.50° 13.10° 1.40°
Titrasyon Asitligi  4°C’de 7 giin 4.60° 477" 4.71° 4.72°
(g/200 mL)

40°C'de 7 giin 4.58° 4.82° 4.63° 477
pH 4°C'de 7 guin 3.09° 3.08° 3.00° 3.11°

40°C'de 7 giin 3.06" 3.05° 3.00° 3.10°
Tat Dengesi 4°C'de 7 giin 0.30%° 0.32° 2.78° 0.30%°
(SCKMITA)

40°C'de 7 giin 0.31% 0.31% 2.83° 0.29°
L-askorik asit 4°C'de 7 giin 35.28" 3562°  16.76° 5.18"
(ppm) \ ) c d f

40°C'de 7 gun 30.94 30.58 6.86% 7.94

") Tabloda ayni satirda ayni harfle belirtilengelder arasindaki farklar istatistiksel anlamda 0.05
guven sinirina gére 6nemsizdir.

Tablo 4.4.Un incelenmesiyle de gorilebilgcgibi; sekerli Grtnlerin (~13briks)

disinda dger tatlandiricilar (Rebaudioside A, Stevioside, #&sam-Asesilfam K)
ile hazirlanan limonata drneklerinin SCKM icerikien ortalama olarak 1.40-1.50
°oriks arasinda oldiu ve depolama siresince herhangi bigiglkli gin meydana

gelmedgi goralmstar.

Benzersekilde; Rebaudioside A, Steviosidgeker ve Aspartam-Asesilfam K ile
hazirlanan limonata o6rneklerinin titrasyon asi#ilhin ortalama olarak 4.6-4.8 g/100
mL, pH de&erlerinin ise ortalama olarak 3.0-3.1 arasindgigigi ve depolama

suresince herhangi bir gigikli gin meydana gelmegii belirlenmistir (Tablo 4.4.).
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Sekerli Urunlerin dyinda, dger tatlandiricilar (Rebaudioside A, Stevioside,
Aspartam-Asesulfam K) ile hazirlanan limonata &teenin tat dengesi derlerinin
ortalama olarak 0.3seker iceren 6rneklerin tat dengesigdderinin ise ortalama
olarak 2.78-2.83 arasinda offluve depolama stresince limonata drneklerinin tat
dengesi dgerlerinde herhangi bir @esikligin meydana gelmegii goralmuistur
(Tablo 4.4.). Seker iceren limonata 6rneklerinin tat dengesgedkerinin dier
orneklere goére yiksek olmasinin nedeni, formilde s&an %12.7 oranindaki

sakarozdan kaynaklanmaktadir.

Tablo 4.4.’Un incelenmesiyle de gorulebilgcgibi; Rebaudioside A, Stevioside,
Seker ve Aspartam-Asesilfam K ile hazirlanan limandirneklerinin icerdi
L-askorbik asit miktarlarinin (ppm), 4°C ve 40°C'de hafta sureyle yapilan
depolama sonucu formulasyonda kullanilan L-askodsik miktarlarina (200 mg/L)
gore azaldii ve bu azalmanin en fazla oOzellikle yapay tatlandi(Aspartam-
Asesilfam K) kullanilarak hazirlanan limonata 6ideekde (%96.0-97.4 oraninda)
oldugu belirlenmitir. Seker iceren limonata Orneklerindeki L-askorbik asit
icerigindeki azalmanin da %91.6-96.6 oraninda gldsaptannstir. Rebaudioside A
ve Stevioside kullanilarak hazirlanan limonata &lexendeki L-askorbik asit

icerigindeki azalmanin ise %82-85 oranind@igiegi tespit edilmgtir.

Elde edilen bulgulardan; 4°C’de depolama sonucuheaskorbik asit icegindeki
parcalanma oraninin Stevioside ve Rebaudiosideeren; rtinlerde en az dizeyde
oldugu belirlenmgtir. Bunu, seker ve yapay tatlandirici iceren limonata 6rnehier
takip ettigi gortlmistir. Bununla birlikte; 4°C’de ve 40°C’de yapilan pdéama
sonucu, belirlenen L-askorbik asitgdelerinin birbirine yakin oldgu ve bu nedenle,
depolama ksullari ve raf dmru suresinin orneklerin askorbikt agerigi tzerindeki
etkisinin diguk oldusunu ve askorbik asidin biytk Olciide Urine uygulanan

pastérizasyonsiemi sirasinda parcalarglikanisina varilnstir.

4.2.2. Gazl iceceklerin (Kola) bazi 6zellikleri velepolamanin etkileri

Rebaudioside A, Steviosidgeker ve Aspartam-Asesilfam K kullanilarak hazirrana

taze ve yglandirma testi uygulanan kola orneklerinin sudatgiz kurumadde
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(°briks), titrasyon asitfii (g/100 mL), pH ve tat dengesi (SCKM/TA) gkxleri Tablo
4.5.’de verilmitir.

Tablo 4.5. Kola 6rneklerinin suda ¢ozinir kurumaditieasyon asitlii, pH ve tat dengesi derleri

Kullanilan Tatlandiricinin Tipi

Ozellikler Depolama Asoar
Kosullari Rebaudioside A  Stevioside Seker spariam-
Asesilfam K

SGKM (°briks)  4°C'de 7 gin 0.10°% 0.20" 9.60° 0.10°

40°C'de 7 giin 0.10° 0.20° 9.60° 0.10°
Titrasyon Asitligi  4°C'de 7 giin 0.74° 0.75° 0.76° 0.75°
(g/100 ml)

40°C’de 7 giin 0.74° 0.76° 0.76° 0.75°
pH 4°C'de 7 guin 2.64° 2.62° 2.55¢ 2.67°

40°C'de 7 giin 2.64° 2.61° 2.56° 2.67°
Tat Dengesi 4°C'de 7 giin 0.14° 0.27° 12.92° 0.13°
(SCKMITA)

40°C'de 7 giin 0.14¢ 0.27° 12.68° 0.13¢

" Tabloda ayni satirda ayni harfle belirtilengelder arasindaki farklar istatistiksel anlamda 0.05
glven sinirina gbére énemsizdir.

Tablo 4.5.’in incelenmesiyle de gorulebilgteaibi; sekerli Grtnlerin (~10°briks)
disinda dger tatlandiricilar (Rebaudioside A, Stevioside, #sam-Asesilfam K)
ile hazirlanan kola 6rneklerinin SCKM iceriklerinortalama olarak 0.1-0.2briks
arasinda oldgu ve depolama suresince herhangi bigigkli gin meydana gelmegi
gOrulmistar. Stevioside, rebaudioside A ve aspartam-asa®siK ile Uretilen Kola
orneklerinin SCKM igeriklerinin, Limonata O0rneklag gore daha dik olmasinin
sebebinin, limonata formillerinde yer alan yakta%2 oranindaki limon suyu

konsantresinden kaynaklagdtespit edilmtir.

Rebaudioside A, Steviosid€eker ve Aspartam-Asesilfam K ile hazirlanan kola
orneklerinin titrasyon asitliklerinin ortalama od&r 0.74-0.76 ¢/100 mL, pH
deserlerinin ise ortalama olarak 2.55-2.67 arasindastgi ve depolama stresince

herhangi bir dgisikli gin meydana gelmegii belirlenmgtir (Tablo 4.5.).
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Sekerli Urunlerin dyinda, dger tatlandiricilar (Rebaudioside A, Stevioside,
Aspartam-Asesulfam K) ile hazirlanan kola 6rnekier tat dengesi dgrlerinin
ortalama olarak 0.13-0.27%eker iceren Orneklerin tat dengesigdderinin ise
ortalama olarak 12.68-12.92 arasinda giduve depolama slresince Kkola
orneklerinin tat dengesi gerlerinde herhangi bir @esikligin meydana gelmegii
gorulmistr. Seker iceren limonata 6rneklerinin tat dengesgeadkerinin diger
orneklere gore yiksek olmasinin nedeni, formilde g&n %9.4 oranindaki

sakarozdan kaynaklanmaktadir.

4.3. Limonata ve Kola 6rneklerinin renk degerleri ve depolama suresince

meydana gelen dgismeler

L*, a*, b* CIE (Commission Internationale de L.Eclairage: Ulusleasi Aydinlatma
Komisyonu) tarafindan kabul edilen uluslararasi renk uzayi@®u uzayda L*
[uminisans veya parlalgh temsil etmekte ve 0 (siyah) ile 100 (beyaz) arde
desisen degerler alabilmektedir. a* ve b* bi§enleri ise negatif deerler icin yail ve
maviyi, pozitif degerler icin ise kirmizi ve sariy1 temsil etmekteelirlL, a*, b*
uzayinda a* ve b* eksenleri kullanilarak matematikslarak hesaplanabilen Hue
acisi ise 0° ile 360° arasindagdgnekte olup, 0° kirmizi-mor, 90° sari, 180°
mavimsi-yail ve 270° ise mavi rengi temsil etmekted§ekil 4.3.). Literatlrde
CIE'nin 6nermy oldugu L, a*, b* uzayl veya HunterLab tarafindan onerileab

uzayi gidalarin rengini temsil etmek icin kullanaktadir.
4.3.1. Meyveli iceceklerin (Limonata) renk dgerleri ve depolamanin etkileri
Rebaudioside A, steviosidgegker ve aspartam-asesilfam K ile hazirlanan taze

hazirlanmg ve yalandirma testi uygulanmiimonata 6rneklerinin renk (L*, a*, b*,
C ve Hue) dgerleri Tablo 4.6.’da verilngtir.



50

Renk tonu

— !ﬂtﬁk cromasi
C*

Eirmiz:

Yesil
+a*

_ﬂ*

Sekil 4.3. L*a*b* renk uzayinigematik gérinimui [32]

Tablo 4.6. Limonata 6rneklerinin renk gieleri

Kullanilan Tatlandiricinin Tipi

Renk Depolama
Degerleri Kosullar Rebaudioside A Stevioside Seker Aspartam-
Asesilfam K
L* 4°C'de 7 guin 25.4F% 23.03° 23.36° 22.349
40°C'de 7 giin 22.39' 22.11" 24.20° 21.61°
a* 4°C'de 7 giin -0.03° -0.19° 0.02° -0.13°
40°C'de 7 guin 0.22" 0.279 0.06° -0.21°
b* 4°C'de 7 giin 9.02° 6.98° 7.71° 6.64°
40°C'de 7 giin 6.60' 6.149 8.12° 5.90"
Chroma 4°C'de 7 giin 8.99° 6.93° 7.79° 6.60°
40°C'de 7 giin 6.59¢ 6.07' 8.11° 5.84%
Hue 4°C'de 7 guin 89.81" 88.18' 89.85° 88.7¢¢
40°C’de 7 giin 88.00° 87.74" 89.51° 88.23°

) Tabloda ayni satirda ayni harfle belirtilengelder arasindaki farklar istatistiksel anlamda 0.05
guven sinirina gére 6nemsizdir.
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Tablo 4.6.'nin incelenmesiyle de gorilebilgicgibi; Rebaudioside A, stevioside,
seker ve aspartam-asesulfam K kullanilarak hazindmaonata 6rneklerinin renk
deserlerinde (L*, a*, b*, ChromalHue) énemli bir farkliigin olmadg ve depolama
sonucu renk deerlerinde ¢ok az bir azalma meydana ggldancak limonatalarin

renklerinde belirgin bir farkliiin bulunmadii saptanmtir.

Hazirlanan limonatalarin renk glerlerine ilgkin L*, a*, b* ve Chroma dgerlerinin
siraslyla 21.6-25.4, (-)0.27- (+)0.06, 5.9-9.0 v&%.0 arasinda @estigi goralmistir
(Tablo 4.6.). Hue deerlerinin ise, tim limonata gélerinde 87.74 ile 89.85 arasinda
oldugu hesaplanmngtir.

4.3.2. Gazli iceceklerin (Kola) renk dgerleri ve depolamanin etkileri

Rebaudioside A, steviosidagegker ve aspartam-asesilfam K ile hazirlanan taze
hazirlanmg ve yaglandirma testi uygulanmkola drneklerinin renk (L*, a*, b*, C ve
Hue) degerleri Tablo 4.7.’de belirtilngtir.

Tablo 4.7.nin incelenmesiyle de gorilebilgcegibi; renginin aciklgini ve
parlaklgini ifade eden L* dgerinin en yuksek Rebaudioside A ile uretilen
orneklerde oldgu (20.90), dolayisiyla der tatlandiricilarla tGretilen kola 6rneklerine
gore daha acik bir renge sahip d@dubelirlenmsgtir. L* degeri acisindan, der
tatlandiricilarla Uretilen (steviosidgeker ve aspartam-asesulfam K) kola érnekleri
arasinda belirgin bir farklgin olmadgl ve L* deserlerinin 13.31-14.06 arasinda
desistigi géralmistir. Bununla birlikte; yglandirma testi sonucunda, Rebaudioside
A ile Uretilen kola 6rneklerinin L* dgerlerinin %36.4 oraninda azagdive dier
tatlandiricilarla dretilen orneklerin L* derlerinde ise herhangi bir gigmenin
olmadgl ve tum oOrneklerin L* dgerlerinin 13.30 ile 13.90 arasinda gogigi
saptanmytir. Elde edilen bulgulardan, kola érneklerininadia yakin koyu renklerde

oldugu tespit edilmgtir.

Kola oOrneklerinin a* dgerlerinin 1.08 ile 3.07 arasinda gigigi ve kullanilan
tatlandiricilar arasinda belirgin bir farkin bulunmadil ve a* deerinin en yiksek

yapay tatlandirict kullanilan 6rneklerde aqidu saptanmgtir (Tablo 4.7.).



52

Yaslandirma testi sonucunda Rebaudioside A ile Uretkela Orneklerinde a*
degerlerinin arttgl, diger tatlandiricilarla Uretilenler de ise azalma @ldu
belirlenmitir. Ancak, bu ary ya da azalmalarin 6nemli dizeyde olngadi
goralmistir. b* deserleri bakimindan ise; Rebaudioside A ile Uretilgola
orneklerinin b* dgerinin 9.46 oldgu, ancak ysglandirma testi sonucu Onemli
dizeyde azalarak 1.86'ya digu belirlenmgtir (Tablo 4.7). Bununla birlikte; der
tatlandiricilarla (steviosideseker ve aspartam-asesilfam K) dretilen kolalarin b*
deserlerinin 1.77-1.91 arasindaglgtigi ve yslandirma testi sonucunda orneklerin
b* degerlerinde kismen bir azalma olly ancak, bu azalmanin dnemli olmadi
tespit edilmgtir. Ayni sekilde, iceceklerde renk ganlugunu ifade eden Chroma
deserlerinde de, b*'deki gibi benzer bulgular eldelelstir.

Tablo 4.7. Kola 6rneklerinin renk gerleri

Kullanilan Tatlandiricinin Tipi

Renk Depolama
Degerleri Kosullari Rebaudioside A  Stevioside Seker Aspartam-
Aseslifam K
L* 4°C'de 7 giin 20.97" 13.319 14.06° 13.70°
40°C’de 7 giin 13.30° 13.55° 13.93° 13.35
a* 4°C'de 7 gin 1.08" 2.03° 2.11° 3.07°
40°C'de 7 giin 2.23" 1.38¢ 1.54' 1.68°
b 4°C'de 7 giin 9.46° 1.91° 1.77° 1.82°
40°C’'de 7 giin 1.86° 1.41' 1.42' 1.37°
Chroma 4°C'de 7 giin 9.67° 2.81° 2.66° 3.28"
40°C'de 7 giin 2.80° 1.87° 1.98' 2.22°
Hue 4°C’de 7 giin 83.88° 44.57° 38.90¢ 29.619
40°C'de 7 giin 38.47° 46.95° 4459 35.48'

) Tabloda ayni satirda ayni harfle belirtilengelder arasindaki farklar istatistiksel anlamda 0.05
guven sinirina gére 6nemsizdir.

Tablo 4.7.nin incelenmesiyle de gorulebilgcegibi; rengin saflgini  ve

homojenlgini ifade eden Hue acisinin 29.61-83.88 arasingsstil@ belirlenmistir.
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Hue acisi dgeri bakimindan en yiksek ghrin Rebaudioside A ile Uretilen
Orneklerde oldgu ve bunu sirasiyla Steviosidegker ve yapay tatlandirici
kullanilarak Uretilen kola 6rneklerinin izlegli tespit edilmgtir. Dolayisiyla
orneklerin kirmizi-mor renk gerlerinin yiksek oldgu gérulmitir. Yaslandirma
testi sonucunda; Rebaudioside A ile hazirlanan Koteklerinin Hue dgerlerinin
%54.1 oraninda azalgll buna kagin diger tatlandiricilarla (steviosidegker ve
aspartam-asesulfam K) uretilen kolalarin ise Hugederinin kismen artgi ancak

onemli duzeyde bir farklignn olmadgi belirlenmistir.

4.4. Meyvelilgceceklerde (Limonata) HMF Deerleri

Rebaudioside A, steviosidegker ve aspartam-asestlfam K ile hazirlanan taze
hazirlanmg ve yglandirma testi uygulanmilimonata 6rneklerinin HMF miktarlari

Tablo 4.8.de verilmtir.

Tablo 4.8. Limonata 6rneklerindeki HMF miktarlamg/L)

Tatlandiricinin Tipil Depolama Kosullar HMF Miktari (mg/L)
Stevioside 4°C'de 7 giin o
40°C’de 7 giin 0°¢
Rebaudioside A 4°C'de 7 giin o°
40°C’de 7 giin 0.16"
Seker 4°C'de 7 giin 0.81°
40°C'de 7 giin 0.81°
Aspartam-Asesilfam K 4°C’de 7 gun 0°¢
40°C’de 7 giin 0°¢

" Tabloda ayni situnda ayni harfle belirtilengeider arasindaki farklar istatistiksel anlamda 0.05
glven sinirina goére énemsizdir.

Tablo 4.8.’in incelenmesiyle de gorilebilgcayibi; seker ile hazirlanan limonata
orneklerinin, dger tatlandiricilarla hazirlananlara gére daha felN& icerdigi tespit

edilmistir. Stevioside ve aspartam-asesilfam K ile hazatalimonatalarda 4°C’de
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ve 40°C'de depolama sonucunda HMFsolmu saptanamaugtir.. Rebaudioside A
ile hazirlanan Uriinde ise 4°C’de depolama sonunhie lblusumu gortlmezken,
40°C’de depolama sonunda HMF gimu tespit edilmtir. Bununla birlikte olyan
HMF miktarininsekerli Griindeki HMF miktarina gore yaklla %80 daha az olgu

belirlenmitir.

4.5. Duyusal Analiz Sonuglari

4.5.1. Meyveli iceceklerin (Limonata) duyusal 6zakleri ve depolamanin etkileri
Stevioside, Rebaudioside Aeker ve aspartam-asesilfam K ile hazirlanan taze ve

yaslandirma testi uygulanm limonata 6rneklerinin  duyusal 6zelliklerinin

deserlendirme sonuclari Tablo 4.9.’da veriktm.

Tablo 4.9. Limonata 6rneklerinin duyusakdeendirme sonuglari

Kullanilan Tatlandiricinin Tipi

Kriterler Depolama
Kosullari Rebaudioside A Stevioside Seker Aspartam-
Asesilfam K

Tat 4°C'de 7 giin 3.50°%) 2.50° 3.50" 3.75°

40°C'de 7 giin 2.75¢ 2.50° 3.75° 3.25°
Koku 4°C'de 7 giin 4.00° 3.50° 4.00° 4.00°

40°C'de 7 giin 3.00° 3.25° 4.00° 3.25°
Renk 4°C'de 7 giin 4.25" 3.75¢ 3.50° 4.00°

40°C'de 7 guin 3.75° 3.50° 4.50° 3.75°
Goruniim 4°C'de 7 giin 4.25° 3.75° 3.75° 4.25°

40°C’de 7 giin 4.00° 4.25° 4.25° 4.00°
Kabul 4°C'de 7 giin 3.75° 3.00° 3.75° 4.00°
edilebilirlik

40°C'de 7 giin 2.75° 2.25° 4.00° 3.75°

" Tabloda ayni satirda ayni harfle belirtilengelder arasindaki farklar istatistiksel anlamda 0.05
glven sinirina goére énemsizdir.
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Degerlendirme kriterleri (tat, koku renk, goérinum, kabedilebilirlik), beseni
derecesine gore 1-5 arasi puanlama sistemi kudlakldgerlendirilmistir (1: Cok
kotl, 2: Koti, 3: Orta, 4iyi, 5: Cok iyi). Elde edilen bulgulara gore; geitédariyla,
4°C’de depolanan uUrtinlerden en cokgdgilen Urtin yapay tatlandirici ile hazirlanan
limonata 6rnekleri olmgtur. Rebaudioside A vgeker ile hazirlanan urtinler ise ayni
derecede kgenilmigstir. Stevioside ile hazirlanan drnekler ise egidipuant almytir.
Bununla birlikte; her trin kendi icinde kiyaslagidida yalandirma testi uygulanan
drtinlerin kabul edilebilirlik dgerlerinin azaldil gorilmistir. Bu azalmanin en fazla
%26.6’lik oran ile Rebaudioside A ile hazirlanamdinata érneklerinde meydana
geldigi tespit edilmgtir. Bunu sirasiyla; %25 oraninda azalma ile stede iceren
orneklerin ve %6.25 oraninda azalma ile yapay ndilaci kullanilarak hazirlanan

orneklerin izledgi belirlenmistir.

4.5.2. Gazl iceceklerin (Kola) duyusal 6zelliklerve depolamanin etkileri

Stevioside, Rebaudioside Agker ve aspartam-asesilfam K ile hazirlanan taze
hazirlanmg ve yglandirma testi uygulanmkola drneklerinin duyusal 6zelliklerinin
deserlendirme sonugclari Tablo 4.10’da veritm.

Limonata oOrneklerinde olgw gibi, kola 6rneklerinin duyusal 6zellikleri deaft
koku, renk, goranim, kabul edilebilirlik), peni derecesine gére 1-5 arasi puanlama
sistemi kullanilarak deerlendirilmistir (1: Cok kotil, 2: Kéti, 3: Orta, 4yi, 5: Cok

iyi). 4°C’de depolanan uriinlerden en colgbrilen 6rnekler, sirasiykekerli, yapay
tatlandiricili, Rebaudioside A ve Stevioside icekea 6rnekleri olmsgtur. Ayrica,
ayni tatlandirici ile hazirlanan 6rnekler depolawmsullarina gore kiyaslanginda,
kabul edilebilirlik deerinin en fazlgekerli trinlerde d&skenlik (%14.3) gosterdi
belirlenmstir. Bu deser, Rebuadioside A ile hazirlanan trin igin %5t8yisside ile

hazirlanan driin icin %0.0 olarak hesaplagtimi
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Tablo 4.10. Kola drneklerinin duyusalg@®lendirme sonuclari

Kullanilan Tatlandiricinin Tipi

Kriterler Depolama
Kosullari Rebaudioside A Stevioside Seker Aspartam-
Asesilfam K

Tat 4°C'de 7 giin 3.4°%) 2.8° 3.8 3.8

40°C'de 7 gtin 3.6° 2.6' 3.4° 4.2°
Koku 4°C'de 7 gun 4.2° 4.0° 4.2° 4.0

40°C'de 7 glin 3.8¢ 3.2 4.2° 4.4°
Renk 4°C'de 7 giin 4.4 4.2¢ 4.6° 4.6

40°C'de 7 gtin 4.4° 4.2° 4.4° 4.8°
Gorinim 4°C'de 7 giin 4.6° 4.0¢ 4.6° 4.8°

40°C'de 7 giin 4.2¢ 4.0 4.4° 4.8°
Kabul 4°C'de 7 gun 3.8¢ 2.6° 4.2° 4.0°
edilebilirlik

40°C'de 7 gtin 3.6° 2.6° 3.6° 4.2°

" Tabloda ayni satirda ayni harfle belirtilengelder arasindaki farklar istatistiksel anlamda 0.05
glven sinirina gére énemsizdir.



BOLUM 5. SONUC

Kuru Stevia yapraklarindan ekstraksiyonla eldeszdRebaudioside A ve Stevioside
ile bu da@al tatlandiricilarin gazli bir icecek olan “Kola&wazsiz bir icecek olan
“Limonata” (limonlu icecek)’da kullaniimasi ve bgeceklerin raf dmri siresince

onemli bazi 6zelliklerinde meydana gelergigmeler birlikte dgerlendirildiginde;

- Ekstraksiyon glemi sonunda, 100 g kuru stevia yapralan ortalama olarak
%1.84 stevia ekstraktl elde edgdive bunun yaklstk %51’inin Rebaudioside A ve
%49’unun da Stevioside’'den glugu,

- Rebaudioside A ve Stevioside ile hazirlanan limaneg kola 6rneklerinde farkl
depolama ksgullarinda, glikozit yapisindaki bgenlerde belirgin bir farkhfin

meydana gelmeg,

- Farkh tatlandiricilar (Rebaudioside A, Steviosigieker ve Aspartam-Asesilfam
K) ile hazirlanan limonata ve kola drneklerindeC4/e 40°C’de depolama sonunda
SCKM, titrasyon asitfii, pH, tat dengesi ve renk (L, a*, b*, C ve Huelererinde

onemli bir dgisim olmadgi,

- Seker ile hazirlanan Urinlerin sakaroz icermesi nede SCKM ve tat dengesi

degerlerinin, dger tatlandiricilar ile hazirlanan trtinlere goreadgiiksek oldgu,

- Limonata orneklerinin, 4°C ve 40°C'de 1 hafta degpod sonunda, icergi
askorbik asit miktarinin azalgll ve azalmanin en fazla yapay tatlandirici ile
hazirlanan Uriinde, en az ise Rebaudioside A vedside iceren Urlnlerde meydana
geldigi ve askorbik asitteki parcalanmanin blyluk orandgulanan isil glem

sirasinda gerceldegi,

belirlenmstir. Yapilan duyusal analizler sonucunda ise;
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- Limonata orneklerinde en fazla yapay tatlandini@a hazirlanan Grinlerin

begenildigi ve Stevioside ile hazirlanan Uriinlerin ise eglttipuan aldil,

- Yaslandirma testi sonunda, limonatalarin kabul ediiiki degerinde meydana
gelen azalmanin en fazla Rebaudioside A ile hamralirinlerde oldiu ve en az

azalmanin ise yapay tatlandiricili Grtinlerde gldu

- Kola 6rneklerinde ise en ¢ok genilen drununsekerli Urinlerde oldgu, en az

begenilen Urunlerin ise Stevioside ile hazirlanan ietinlduzu,

- Yaslandirma testi sonundagker ile hazirlanan kola orneklerinde Grinin kabul
edilebilirlik degerinin azaldgl (%14.3), Stevioside iceren kolalarda ise kabul
edilebilirlik degerinin desismedigi,

tespit edilmgtir.

Sonu¢ olarak, Rebaudioside A, Steviosideker ve yapay tatlandiricilar ile
hazirlanan trdnlerin kimyasal ve fiziksel Ozelliklarasinda 6nemli bir farklgin
bulunmadgl, Urunlerin duyusal 0©zellikleri incelerginde ise Stevioside ve
Rebaudioside A ile hazirlanan drinlerin gbei derecesininsekerli ve yapay
tatlandiricili Uriinlere gore diik olmasina karn, kabul edilebilirliklerinin yine de
yiksek oldgu gorulmigtur. Ozellikle, yapraklara uygulanan ekstraksiyon
yonteminin, glikozit bilgenlerinin miktarini ve saflik derecesini arttirigdnde
gelistiriimesiyle bu dgal tatlandiricilarin kabul edilebilirlik derecelem daha da
arttirllabilecgi  dustnulmektedir. Bununla birlikte; Rebaudioside A ve
Stevioside’nin dgal bir tatlandirici olarak bircok gida maddesindizellikle
iceceklerde ve sivi gidalarda, kolaylikla kullahilacesi kanisina varilnstir.
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Ek-1. Duyusal Dgerlendirme Testi Formu
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Ek-2. Deerlendirme Kriterleri Formu

DEGERLENDIRME KRITERLERI]

Tat

Uriine 6zgi (hga giden) bir tat ve aroma

Urlinlin tat ve aromasinin ggmesi veya baskilanmasi
Uriinde gizda kalan bir tat okumu

Urlinde acilgma olyumu ve istenmeyen tat ve aromasoionu

Koku

Uriiniin kendine 6zgu kokusu
Urline 6zgu kokunun @esmesi veya baskilanmasi
Urtinde istenmeyen koku glumu

Renk

Urliniin kendine 6zgi rengi ve parlakl
Urlindin renginin oksidasyon sonucu agiimasi
Urinde esmerkgne meydana gelmesi

GOorinum

Kola Urintntn berrak olmasi, limonata trininirbisanik olmasi
Urlinde tortu veya yabanci maddesoionu
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