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Doktora Tezi
OZET

YAS CAY VE SIYAH CAY ATIKLARINDAN BAZI EKSTRAKSIYON YONTEMLERIYLE
KAFEIN VE KATESINLERIN AYRILMASI

Ezgi DEMIR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Miinevver SOKMEN
2015, 141 Sayfa

Bu caligma kapsaminda 2012-2014 yillarinda farkli ¢ay drneklerinin (yas cay, siyah ¢ay atigi ve
kafein tozu), farkli hasat donemlerinde (1., II. ve IIL. siiriim) i¢erdikleri kafein ve katesin miktarlari,
ekstraksiyon ve analiz yontemleri incelendi. Yas ¢ay ornekleri yas, kuru ve dondurulmus olarak
islenerek ornek dogasinin etkileri de arastirildi. Literatiirde varolan farkli sivi-sivi ekstraksiyon
yontemleri 2012 yili Orneklerine uygulanarak ¢ay oOrneklerinden kafein ve katesinlerin
ekstraksiyonu igin en verimli yontemin sicak su ekstraksiyonu (80 °C’de 40 dk.) oldugu belirlendi.
2012-2014 yillarinda yapilan 6rneklemelerde standart bir katesin ve kafein igeriginin olmadigi,
yillara ve yasanan mevsim sartlarina gore onemli farkliliklar gosterdigi belirlendi. Yas cay
ornekleri literatiirle uyumlu olarak atiklardan daha yiiksek miktarda katesin igermektedir. Ancak
siyah cay atig1 ve kafein tozunun da azimsanmayacak miktarlarda katesin icerdigi bulundu. Siyah
cay atig1 ve kafein tozunun kafein igerigi yesil caydan ve literatiir verilerinden yaklasik {i¢ kat
fazladir. Yag cay orneklerinde 2012 yilinda yas islenen 6rneklerden yiiksek katesin verimleri elde
edilirken 2013 ve 2014 yillarinda kuru 6rneklerden yiiksek katesin verimi elde edildi. HPLC
analizleri gostermistir ki bazi durumlarda daha diigiik ekstrakt verimi elde edilmesine karsin
ekstraktin katesin igerigi ¢ok daha yiiksek olabilmektedir. Kurutulmus yas ¢ay ve ¢ay atiklarindan
kafein ve katesinlerin ardisik olarak ekstraksiyonu i¢in yeni bir siiperkritik ekstraksiyon (SFE)
yontemi gelistirildi. Herhangi bir organik ¢oziicii kullanilmaksizin ¢ay érneklerinden 250 bar, 60
°C ve 3 saatlik CO,-SFE ile kafeinin tamam ekstre edildi. Ayni sartlar altinda modifiyer olarak 0,5

mL/dk etanoliin kullanilmasiyla 6rnekten katesinler de basarili bir sekilde ayrildu.

Anahtar Kelimeler: Yas Cay, Cay Atig1, Katesin, Kafein, SFE



PhD. Thesis
SUMMARY

ISOLATION OF CAFFEINE AND CATECHINS FROM FRESH TEA AND BLACK TEA
WASTE WITH DIFFERENT EXTRACTION METHODS

Ezgi DEMIR

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Programme
Supervisor: Prof. Dr. Miinevver SOKMEN
2015, 141 Pages

In this study, caffeine and catechin amounts of different tea samples (fresh tea, black tea waste and
caffeine dust) in three different harvesting periods (I., 1l. and Ill. collection) and their extraction
and analysis methods in 2012-2014 years have been investigated. The nature of samples were
studied processing the green tea samples as fresh, dry or frozen. Different liquid-liquid extraction
methods given literature were employed for 2012 samples for selecting the most efficient
extraction method to isolate caffeine and catechins. The hot water extraction (at 80 °C for 40 min.)
method providing the highest extract yields was used for all samples during experiments. The
amount of caffeine and catechins showed variations related to collection time and climate.
Additionally, there was no clear tendency between the collection periods. In accordance with the
literature, green tea samples contained more catechin than waste samples. But black tea waste and
caffeine dust have considerable amount of catechin. Caffeine amount of black tea waste and
caffeine dust were nearly three times higher than green tea samples and literature data. In 2012
sampling, freshly processed fresh tea samples provided higher catechin yields but dry processed
fresh tea samples gave higher extract yields in 2013 and 2014 sampling. In the some cases, HPLC
analyses showed that catechin content of an extract might be higher although its yield were found
lower. A new supercritical fluid extraction (SFE) method was developed for sequential extraction
of caffeine and catechins from dried fresh tea and tea wastes. All caffeine was extracted from tea
samples at 250 bar, 60 °C and 3 hours with organic solvent free CO,-SFE. Catechins were also
successfully separated from the sample using 0.5 mL/min. ethanol as modifier under the same

conditions.

Key Words: Fresh Tea, Tea Waste, Catechin, Caffeine, SFE
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Dogal bilesiklerin bir kismu bitkiler tarafindan ikincil metabolizma iiriinleri olarak
sentezlenen molekiiller olup, sinyalci olarak veya mikroorganizma, insektisit, herbisit ve
serbest radikallere karsi koruyucu olarak rol oynarlar. Bu nedenle karbohidratlar, proteinler
ve yaglarin sentezinden sonra bunlar "ikincil bitki iirtinleri" veya "fitokimyasallar" diye
adlandirilirlar. Bitkiler sinirsiz aromatik ve alifatik madde sentezleyebilme kabiliyetine
sahip olup bunlarin ¢ogu fenolik bilesikler veya bunlarin oksijen ile substitiilye olmus

halleridir (Cordell vd., 2007).

1.1.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler alt1 iiyeli aromatik halkaya (benzen) direkt bagli hidroksil grubu (-
OH) iceren aromatik bilesiklerdir. Fenoller pek ¢ok bakimdan karbon zincirine bagh
hidroksil grubu igeren alifatik yapilarin alkollerine benzerler ancak aromatik halkanin
varligindan da etkilenirler. Aromatik halkaya bagli fenolik hidroksillerin hidrojeninin
kararsiz olmasi ve bu yiizden hidroksil grubundan bir hidrojen kaybetmeye meyilli
olmalarindan dolay1 zayif asidiktirler. Fenolik yapidan hidrojenin kopmasiyla olusan
fenolat anyonunun (CgHsO") sudaki ¢oziiniirliigii hayli yiiksektir (Vermerris ve Nicholson,
2006). Fenolik bilesikler bitkilerin temel bilesenlerindendir; bitkilerin ve onlardan tiiretilen
tiriinlerinin besinsel ve organoleptik 6zelliklerinde 6énemli rol oynarlar (Fabre vd., 2001;
Borbaléan vd., 2003; Fang vd., 2007). Bu bilesiklerin bazilar1 terpenoidler gibi bitkiye koku
ve tat verirken bazilar1 kinonlar ve tanenler gibi bitki pigmentlerini olustururlar. Pek ¢ok
bilesik, bitkinin tadindan sorumlu olup bunlardan bazilar1 gida ve bazilari ise tibbi amaglar

i¢in kullanilmaktadir.



1.1.2. Fenolik Bilesiklerin Kimyasal Yapilar1 ve Siniflandirilmasi

Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkilerde en fazla bulunan yapilardan olup bitki

aleminde 6000'den daha fazla fenolik yapinin varligi bilinmektedir (Bravo, 1998).

Polifenoller, bitkilerde ¢esitli meyve, sebze, kuruyemis, tohum, cicek, kok ve govde

kisimlarinda dogal olarak sentezlenen maddelerdir (Wollgast ve Anklam, 2000). Fenolik

bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere iki grupta toplanabilir.

Fenolik asitler yaygin olarak bitki ta¢ kisminda bulunur ve antioksidan karaktere

sahiptir. Fenolik asitler Tablo 1.1 de gosterildigi gibi benzoik asit ya da sinnamik asidin

hidroksillenmis tiirevleridirler. Ozellikle kafeik asit ile onun esteri olan klorojenik asit ve

ferulik asit gibi sinnamik asit tiirevleri ¢ok yaygindir. Klorojenik asit pek ¢ok meyve, sebze
ve kahvede bulunmaktadir (Spacil vd., 2008).

Tablo 1.1. Baz1 fenolik asitlerin yapisal tipleri

Fenolik

Bilesik Tipleri Genel Yapilart Adlar1 R, R, R3
Gallik Asit OH OH OH
Prot(l(:ittekuik OH OH H
Benzoik Tip p-OH B_enzoik H OH H
Asit
Vanilik Asit OCHg;3 OH H
Siringik Asit OCHg; OH OCH;
Sinamik Tip Adlar R; R» R3 R, Rs
Sinamik Asit H H H H H
p-Kumarik Asit H OH H
o-Kumarik Asit H OH H H
Klorojenik Asit | Kuinik Asit | H OH OH H
Kafeik Asit H H OH OH H
Ferulik Asit H H | OCH; | OH H
Sinapik Asit H H | OCH; | OH | OCH;

Flavonoidler ¢esitli besin ve tibbi bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerin en yaygin

gruplar1 arasinda olan fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler renk, tat ve koku gibi organoleptik




Ozelliklerden sorumlu olduklar1 i¢in, tirinlerin kalitesiyle yakindan ilgilidirler ve analizleri
biiylik 6nem tagimaktadir (Fabre vd., 2001; Borbalan vd., 2003).

Son yilarda pek ¢ok arastirma polifenoller bakimindan zengin besinlerin tiikketimiyle
kardiovaskiiler hastaliklar, belli kanser tipleri ve yaslanmayla ilgili diger hastaliklardan
korunmayi iligkilendirmektedir (Rise-Evans ve Packer, 1998; Fabre vd., 2001; Chang ve
Kinghorn, 2001; Borbalan vd., 2003). Bu iliski genellikle antioksidan ozelliklerle
aciklanmaktadir. Flavonoidlerin antioksidan olarak davranma kapasiteleri genellikle
molekiil yapilarina baglidir. Hidroksil gruplarinin pozisyonu ve sayisi kadar flavonoidlerin
kimyasal yapilarindaki diger Ozellikler de antioksidan ve serbest radikal temizleme
aktiviteleri i¢in &nemlidir (Suschetet vd., 1998). Ornegin kuersetin diyetlerde en bol
bulunan flavonoid olup serbest radikal temizleme aktivitesi agisindan tiim temel yapisal
ozelliklere sahip oldugu icin potansiyel bir antioksidandir (Pietta, 2000; Erkog¢ v.d., 2003).
Flavonoidler insan viicudu tarafindan tiretilemezler ve bundan dolay1 da giinliik diyetler ile
disaridan alinmalidirlar.

Flavonoidler biiyiik diizlemsel molekiillerdir ve yapilarinin ¢esitliligi hidroksilasyon,
metoksilasyon veya glikozilasyon gibi siibstitiisyon modellerinden kaynaklanir. Flavonoid
aglikonlar C—4 de bir karbonil grubu, C-3 de bir hidroksil grubu ve C-2 ve C-3 arasinda
doymus bir tekli bagin bulundugu ve bulunmadig: hallerinin kombinasyonlarina bagl

olarak flavon, flavonol, flavanon ve flavanol tipleri i¢inde alt gruplara ayrilirlar (Sekil 1.1).

>N

OH o
Apigenin (Flavon tip) Kamferol (Flavonol tip)
OH
OH y oH
HO $ B
= HO. 7 % O3 g

N 2O, 2 “‘aa,_,f" 5
I OO

OH o) OH

MNarnngenn (Flavanon tip) (+)-Katesin (Flavanol tip)

Sekil 1.1. Flavonoid tiirleri igin temsili bilesikler



1.1.3. Flavan-3-ollar

Flavonoid grubun bir iiyesi olan flavan-3-ollar (katesinler), fenolik ve piran
halkalarini i¢eren benzo-y-piron tiirevleridir (Heim vd., 2002). Katesinler, C3 atomunda bir
OH grubu igerdiginden sistematik olarak flavan-3-ol olarak adlandirilirlar. Katesinlerin
yapilarinda iki asimetrik karbon atomu bulundugundan dort izomerleri bulunmaktadir. C2
ve C3 atomlarina bagli hidrojen (-)katesin ve (-)gallokatesin molekiillerinde trans, (-)
epikatesin ve (-)epigallokatesin molekiillerinde ise cis konfiglirasyonundadir. Genellikle A
ve B halkalarindaki cesitli OH gruplar ile karakterize edilirler. Ornegin; epikatesin B
halkasindaki 3" ve 4' karbonlarinda orto-hidroksil gruba ve C halkasinda 3 numarali
karbonda hidroksil gruba sahiptir. Epigallokatesin B halkasindaki 3',4',5" numarali
karbonlardaki trihidroksil gruplariyla epikatesinden farklidir (Senanayake, 2013). Renksiz
ve suda ¢oziinen bilesiklerdir (Wang vd., 2000).

Genel olarak epi- yapili katesinler ve epi- yapili olmayan katesinler olarak iki
gruptan olusur. Epi- 6n eki molekiillerin sadece uzaydaki yonlenmelerinin farkli oldugunu
belirtmek i¢in kullanilir. Epi- yapili katesinler epigallokatesin gallat, epigallokatesin,
epikatesingallat ve epikatesin olup; epi- yapili olmayan katesinler ise gallokatesingallat,
gallokatesin, katesingallat ve katesindir.

Sekil 1.2°de agik yapilari verilen katesin tiirevleri pek cok dogal materyalde,
ozellikle cayda, meyvede, sebzede, findik ve ceviz gibi sert kabuklu yemislerde,
tohumlarda, bitkilerin sap kisminda ve c¢igeklerinde, sarapta ve balda yaygin sekilde

bulunmaktadir.
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Sekil 1.2. Katesinlerin yapist (Goto vd., 1996).

Bu tez calismasi ¢aydan flavan-3-ol grubu katesin bilesiklerinin izolasyonu {izerine

odaklandigindan ilerleyen kisimlarda ¢ay konusunda daha detayli bilgiler verilmistir.

1.2. Cay ve Cay Cesitleri

1.2.1. Cayin Tarihgesi

Bazi arastirmacilar ¢aym ilk defa Hindistan'in Assam bélgesi ormanlarinda
bulundugunu, bazilart ise Cin'in Fukien bolgesindeki Boheon daglarinda bulundugunu
belirtmektedirler. Cin’de yabani olarak yetisen cay hakkinda yapilan derin arastirmalar
Hindistan’in kuzeydogu bolgesindeki vadilerde yabani olarak yetistigini gostermektedir.
Cay bitki tohumlarinin nehirler araciliiyla siiriiklenerek Hindistan’a tasindigi, bunun i¢in
de anavatanin Cin ile Hindistan arasinda kalan bu bélge oldugu kabul edilmektedir. MO.
3.yy.'a kadar yas cay yapraklar1 kaynatilarak c¢ay yapilirken, bu tarihten sonra cay
kurutularak islenmistir. Kurutma islemi, yilin her doéneminde icilmesi imkanim
getirdiginden giinliik bir igecek olmasina da olanak vermistir. Budist rahiplerin uykuya
kars1 koymak, boylece tanrisal birtakim giiclere sahip olduklari hissini yaratarak sayginlik
kazanmak i¢in igmeye basladiklar ¢ayin Japonya'ya ulasmasi da Budizmle olmustur (Usta,

2005).




Cay, korpe yapraklar ile tomurcugunun degisik yontemler sonucunda islenmesiyle
elde edilen ve diinyada sudan sonra en c¢ok tiiketilen bir gida ve igecek maddesidir.
Yapragin1 dokmeyen cay bitkisi dogada biiyiimeye birakildiginda aga¢ goriiniimiine sahip
olmakta, yeterli diizeyde sicaklik ve nemin bulundugu yerlerde yil boyunca siirgiin
olusumunu siirdiirmektedir. Morfolojik bakimindan Cin ¢ayi, Assam ¢ayi, Kambogya ¢ay1
olmak tiizere ii¢ ¢eside sahip olup, bu cesitler arasinda ¢ok sayida melez olusmustur. Cin
cayl 1-3 m boyunda biiyiik ¢ali seklinde olup soguga, hastaliklara ve kurakliga karsi
dayaniklidir. Assam ¢ayinin bir¢ok alt ¢esidi olup yaprak verimi Cin ¢ayima gore fazladir.
Diizenli bir budama ile ekonomik o6mrii 60 yil siirmektedir. Kambogya cayi, 6-8 m
boyunda olup tarimi yapilamamakta ve diger ¢esitlerle dogal ¢aprazlari olusturulmaktadir.

Caylarin smiflandirilmas1 diinya capinda standardize edilmemis olup siniflar
kokenine gore farklilik gosterebilmektedir. Ulkelere gore caym tadi ve kalitesi degisiklik
gostermektedir. Diinyada isleme bicimine gore siyah cay (fermente), oolong (yari-
fermente) ve yesil cay (fermente edilmemis) ¢ay olmak {izere baslica {i¢ cesit olarak
tiiketilir. Siyah ¢aydan buruk bir tad1 olan kahverengi-siyah renkli, yesil caydan hafif aci
ve acik yesil-sar1 renkli, yar1 fermente ¢caydan ise hafif ac1 ve acik kahverengi—yesil renkli

icecekler elde edilmektedir (Usta, 2005).

1.2.2. Cay Bitkisi

Diinyada en yaygin olarak tiiketilen iceceklerden birisi olan ve ayrica tibbi
ozelliklerinin oldugu bilinen (Mello vd., 2005; Vyas ve Kumar, 2005; Zhu vd., 2006) ¢ay
bitkisi, diinyada 40 kadar iilkede yetistirilmektedir (Demir, 2002). Ancak tliretimin 6nemli
bolimi Cin, Sri Lanka, Endonezya, Japonya, Hindistan, Tayvan ve merkez Afrika
ilkelerinde yapilmaktadir (Lin vd., 2003; Kuo vd., 2005). Tiirkiyede ise Dogu Karadeniz
Bolgesi’nde, Giircistan hududundan baglayan ve batida Fatsa’ya kadar uzanan alan
icerisinde yetistirilmektedir. Sahilden yer yer 30 km igerilere kadar giren, ortalama 8 km
derinliginde olan Arakli-Karadere sinirina kadar uzanan alan, birinci smif ¢ay bolgesi
olarak kabul edilmektedir (Kagar, 1992). Cay bitkisi Theaceae familyasinin Camellia
cinsine (Camellia sinensis, (L) O. Kuntze) ait her mevsim yesil olan, ¢ok yillik bir bitkidir
(Caffin vd., 2004). Camellia sinensis’in 2 varyetesi olup bunlar, biiyiik 6l¢iide Cin,

Japonya ve Tayvan’da yetistirilen Camellia sinensis varyete sinensis (Cin ¢ayi) ile Giiney



ve Gilineydogu Asya’da yaygin olan Camellia sinensis varyete assamica (Assam cay1)’dir
(Chan vd., 2007). Tiirkiye’de yetistirilen ¢cay Cin varyetesidir (Kacar, 1987).

Normal kosulda ¢ay bitkisinin yiiksekligi, yilda 15-20 cm artmaktadir. Ancak bu
durum, cay hasatinin zorlasmasi nedeniyle verimliligin diismesine neden olmaktadir. Bu
nedenle belirli araliklarla bitkide budama yapilmasi gerekmektedir (Ravichandran, 2004).
Cay bitkisi yiiksek diizeyde yillik yagis ve neme ihtiya¢ duyar. Bitki gelisimi ve yliksek
verim i¢in Uygun hava sicakliglr 18-30 °C, uygun toprak sicakligi ise 20-25 °C olmalidir.
pH’s1 4,5-6 olan hafif asitli topraklarda iyi gelisim gosterir (Mehra ve Baker, 2007). Cay
genellikle yiliksek bolgelerde yetistirilir. Hindistan, Sri Lanka ve Kenya’da 2000 m
yiiksekliklere kadar ¢ay tariminin yapildigi bilinmektedir (Chan vd., 2007). Cay iiretimi
icin, cay bitkisinin siirglin ucundan iki yaprak ve bir tomurcugun (buna 2,5 yaprak adi
verilir) kullanilmasi istenir. Bunun nedeni, kalite a¢isindan 6nem tasiyan ¢esitli maddelerin
geng yapraklarda ve tomurcukta yogun olarak bulunuyor olmasidir (Kagar, 1987). Cay
yapraklar1 ve tomurcuk, bitkinin gelisme oranina bagl olarak tropik bolgelerde 1 veya 2
haftalik araliklarla toplanmaktadir (Vyas ve Kumar, 2005). Ulkemizde ise bu siire 5-7
haftadir. Toplamanin elle yapilmas: kaliteli c¢ay {lretilmesini saglarken, iscilik
maliyetlerinin yiiksekligi bazi iilkelerde mekanik hasati ekonomik bir zorunluluk haline
getirmistir (Ravichandran ve Parthiban, 1998b; Chan vd., 2007). Ekvatora yakin bolgelerde
yil boyunca siirglin olusumunun devam etmesine karsin ekvatorun 16° kuzey ve giineyi
disinda kalan bolgede kisin siirgiin olusumu azalir ve ¢ay bitkisi kis dinlenmesi olarak
bilinen dinlenme siirecine girer. Bu siire igerisinde bitkinin disiik sicakliga maruz
kalmasinin, bitkide reaktif oksijen tiirlerinin artmasina dolayisiyla oksidatif strese neden
oldugu ve bunun sonucu olarak da bitkide hiicresel hasarin meydana geldigi
belirtilmektedir (Vyas ve Kumar, 2005). Diinyada ¢ay iiretimi yapilan bolge ve iklimlerle
karsilagtirildiginda Dogu Karadeniz Bolgesi enteresan ozelliklere sahiptir. Tiim 1liman
iklim sartlar1 saglanmasina ragmen kis aylarinda {lizerine kar yagan ve higbir tarim ilaci
kullanim1 olmayan tek cay tiirli iilkemizdedir. Bu 6zelligi nedeniyle diger ¢ay tiirlerinden

farkli 6zellikler tasimaktadir.



1.2.3. Cay Cesitleri

Ticari ¢aylar, tiretim yontemine gore genellikle fermente olmayan yesil ¢ay, kismen
ya da yar1 fermente oolong ¢ay ve tamamen fermente siyah ¢ay olmak {izere 3 ana gruba
ayrilmaktadir (Fernandez vd., 2003; Wheeler ve Wheeler, 2004).

Ayrica bu ii¢ cay tipinin disinda diinyada Asya disinda neredeyse bilinmeyen, nadir
olarak bulunan ve diger ¢ay tiplerine gore yiiksek fiyath olarak bulunan beyaz ¢ay ise,
erken ilkbaharda yilda yalnizca 1 kez hasat edilen ¢ok geng cay yapraklarindan ya da
kiiglik glimiisiimsii tiiylii tomurcuklarindan elde edilir (Rusak vd., 2007).

1.2.3.1. Yesil Cay

Yesil cay, geleneksel alkolsiiz bir igecek olarak Cin ve Japonya’da yaygin olarak
tiketilmektedir (Yoshida vd., 1999). Yesil cay, taze ¢ay yapraklarinin fermentasyona
ugratilmadan, diger bir deyisle yesil cayin baslica fenolik bilesiklerini olusturan
katesinlerin enzimatik oksidasyonuna izin verilmeden iiretilen bir ¢ay ¢esididir. Yesil cayin
tiretim asamalar1 Sekil 1.3’de goriilmektedir. Yesil cay iiretiminde ilk ve en 6nemli asama
1s1 uygulamast olup yapraktaki enzim aktivitesini durdurmaktir. Bu amacla uygulanan
sicaklik ve siire, ¢aym yaprak pozisyonu, toplama mevsimi gibi faktorlere bagli olarak
degismektedir. Ornegin, koérpe yapraklarda polifenol oksidaz (PPO) aktivitesi olgun
yapraklara gore daha fazla oldugu i¢in bunlara daha yiiksek sicaklikta ve daha uzun siirede
151l islem uygulanmaktadir (Zhen, 2002). Yesil ¢ay iiretiminde, Assam hibritlerine gore
daha az katesin, kafein ve daha fazla aminoasit iceren Cin hibritleri kullanilmaktadir
(Gulat1 vd., 2003). Yesil ¢ayin rengi katesinlerin oksidasyona ugramamasi nedeniyle
oolong ve siyah c¢aydan farkli olarak tamamen yesildir. Yesil cayin antioksidatif ve
antikarsinojenik o6zelliklerinin katesinlerden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir (Wang ve
Helliwell, 2000).
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Sekil 1.3. Yesil cay tiretimi (Mizukami vd., 2006).

1.2.3.2. Oolong Cay

Oolong ¢ay, esas olarak Cin ve Tayvan’da yaygin olarak tiiketilen bir ¢ay cesididir
(Satoh vd., 2005). Oolong ¢aymn iiretiminde kompleks bir yar1 fermentasyon islemi
uygulanmakta olup, islem basamaklar1 Sekil 1.4’te gosterilmistir (Matsui, 2004).
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|
\%
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Yapraklarin Uygulamasi ve Yapraklarin
Karistirilmasi Yavas Kivrilmasi
Fermentasyon
|
\4
Kurutma ve
Fermantasyonun
Sonlandirilmasi

Sekil 1.4. Oolong cay iiretimi
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Karakteristik 6zellikleri agisindan oolong cay, siyah cay ile yesil ¢ay arasinda yer
almaktadir (Wang vd., 2000). Ancak isleme farkliliklar1 nedeniyle siyah cay ile yesil ¢ayin
karisimindan oolong cayin i¢im Ozelliginde bir ¢ayin olusturulmasi olanaksizdir (Kagar,
1987). Ozel bir iiretim teknigi ile iiretilmesi ve kullanilan cay bitkisinin 6zel kosullarda
yetistirilmesi nedeniyle oolong cay yogun bir aromaya ve dogal cicek kokusuna sahiptir
(Zhan ve Xu, 2004). Oolong cayin aroma bilesiklerinden olan glikozidlerin solar soldurma
sirasinda artmaya basladigi ve bu artisin siyah ¢aydan farkli olarak {iretim sonuna kadar

devam ettigi belirtilmektedir (Wang vd., 2001).

1.2.3.3. Siyah Cay

Siyah ¢ay, ozellikle Bati Avrupa, Amerika, Avustralya ve bazi Asya iilkelerinde
tilketilmektedir (Wheeler ve Wheeler, 2004). Siyah ¢ay iiretimi i¢in ¢ogunlukla polifenol
icerikleri daha fazla olan Assam ¢esitleri kullanilmaktadir (Astill vd., 2001). Uretim
asagida detayli olarak belirtildigi iizere soldurma, kivirma, fermentasyon ve
kurutma/derecelendirme olarak 4 farkli asama sonucunda gergeklestirilmektedir (Tomlins
ve Mashingaidze, 1997; Luczaj ve Skrzydlewska, 2005; Borah ve Bhuyan, 2005;
Muthumani ve Senthil-Kumar, 2007a).

Giliniimiizde c¢ay irliniiniin degisik yontemlerle islenmesi ile siyah cay elde
edilmektedir. Diinya ¢ay tiretim teknolojisinde Ortodoks, CTC (cut-tear-curl) ve bunlarin
kombinasyonlar1 kullanilmaktadir.

Diinyada en fazla tercih edilen g¢ay Ortodoks yontemi ile elde edilen c¢aydir
(Calikoglu ve Bayrak, 2009). Ortodoks yontemi, ¢ay bitkisinin geng ve korpe yapraklari ile
tomurcugunun; soldurma, kivirma, fermantasyon ve kurutma islemlerine tabi tutulmas ile
gerceklestirilmektedir. CTC metodu verimliligi ve uygunlugu yiiziinden popiiler olmustur.
CTC ile islenmis caylar elle toplanmis veya mekanik olarak hasat edilmis olabilir. Makine
ile hasat edildiginde, CTC prosesi geleneksel {ist iki yaprak ve tomurcukla beraber diger
yapraklar1 da isleyebilmektedir. CTC makineleri ile kesme, ezme, parcalama, yirtma ve
dokme islemi ayni anda yapilmaktadir. Fermantasyon ve kurutma islemi Ortodoks
yontemindeki gibidir (Usta, 2005). CTC yontemiyle islenen ¢aylar, Ortodoks yontemiyle
islenenlere gore daha diisiik aroma yogunluguna sahiptir. Bunun nedeni, CTC

makinelerinde yapilan liretimde oksidasyon hiz1 Ortodoks yontemine gére daha hizlidir.
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Ulkemizde herhangi bir standart yontem uygulanmamaktadir. Yas ¢ay yapragi uygun
standartda toplanmadig1 i¢in iiretim asamasinda, kart yapragi kiracak makine ilavelerine
ihtiya¢ duyulmustur. Bu da cayin kalite standardin1 bozmustur. Her fabrika adi ve belli bir
standardi olmayan kendine 0zgii iiretimler yapmaktadir. CTC yonteminde kivirma
asamasinda parcalama, yirtma ve bilkme hareketleri yapan makinalara karsin iilkemizde
kivirma asamasinda genellikle rotorvan kullanilmaktadir. Rotorvan yoOnteminde
standartlara gore toplanmamis kart, kaba ve iri caylar et kiyma makinesine benzer bir
makine ile islenir.

Siyah c¢ay, iilkemizde ortodoks, CTC, Cay-Kur, rotorvan ve bunlarin degisik
kombinasyonlarindan olusturulan farkli yontemlerle islenmekle birlikte, Cay-Kur yontemi
olarak adlandirilan, pressiz ortodoks + rotorvan + konik Ortodoks kombinasyonundan

olusan ydntem uygulamada yaygmlik kazanmistir (Kagar, 1987; Ozdemir vd., 1993).

1.3. Cayin islenmesi

1.3.1. Soldurma

Soldurma, taze cay yapraklarinin kismi olarak kurutulmasidir. Soldurma islemi ile
yapraklarin bir sonraki asama olan kivirma islemine, fiziksel olarak hazirlanmasi
amaglanmaktadir (Ghodake vd., 2006). Taze cay yapraklar yaklagik %75-83 nem
icerirken, soldurulmus ¢ay yapraginda %358-67 oraninda su bulunur (Kagar, 1987).
Soldurma islemi geleneksel olarak, yapraklarda istenilen nem diizeyine ulasilana kadar
ortam havasinin veya 1sitilmis havanin yapraklarin arasindan gegirilmesi ile gerceklestirilir
(Tomlins ve Mashingaidze, 1997). Bu islem, taze yapragin nem igerigine ve uygulama
kosullarina (kullanilan havanin sicakligi, hizi, yaprak serme kalinlig1 gibi) bagh olarak 1,5-
6 saat siirmektedir (Kagar, 1987). Soldurulmus ¢ay yapraginda meydana gelen baglica
fiziksel degisim, yapraktaki hiicre duvarlarinin gegirgenliginin artmasidir (Kagar, 1987,
Zhen, 2002). Bu durum yapraktaki su kaybina baghdir ve yaprak hiicresinde ayri
boliimlerde yer alan polifenoller ile polifenol oksidaz (PPO) enziminin, kivirma
asamasinda birbiriyle karigmasini saglar (Muthumani ve Senthil- Kumar, 2007a).
Soldurma sirasinda yaprakta fiziksel degisikliklerin yani sira kimyasal degisiklikler de
meydana gelmektedir (Ghodake vd., 2006). Soldurma sirasinda meydana gelen
biyokimyasal degisiklikler asagida belirtilmistir (Tomlins ve Mashingaidze, 1997).
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e Amino asitler, basit sekerler ve kafein miktarlarinda artma
e Karotenoid, klorofil ve lipid iceriklerinde azalma

e Katesin miktar1 ve PPO aktivitesinde azalma

1.3.2. Kivirma

Kivirma asamasinda ¢ay yapraklari parcalanir ve hiicre yapilart da bozuldugu igin
cesitli enzimler substratlari (polifenoller) ile etkilesime girer (Caffin vd., 2004). Kivirma
islemi yukarida tanimlanan Ortodoks yontemi veya CTC yontemi ile gerceklestirilir
(Peterson vd., 2004). Ortodoks kivirma yonteminde soldurulmus ¢ay yapraklari presli ve
pressiz kivirma makinalarinda islenir. Sirekli bir sistem olan CTC yonteminde ise
soldurulmus yapraklar, birbirinin tersi yoniinde donen iki yatay valsten olusan CTC
makinasinda islenirler. Stoplazmik flavonoidlerin, kloroplast PPO’1 ve hiicre duvari
peroksidaz (POD)’1 ile temas etmesi sonucunda ¢ay yapraklarinin rengi sarikirmizi
kahverengi renk kazanmaktadir (Baruah, 2003). CTC yontemiyle {iretilen ¢aylarin
flavonoid ozellikle de teaflavin (TF) ve tearubigin (TR) igerikleri ortodoks caylarindan
daha fazladir (Peterson vd., 2004). Bu farkliligin, CTC ydnteminde yapraklarin ortodoks
yontemine gore daha fazla parcalanmasindan kaynaklandigi belirtilmektedir (Astill vd.,
2001).

1.3.3. Fermentasyon

Kivirma sirasinda baslamis olan katesinlerin oksidasyonunun optimum kosullarda
devam etmesi i¢in yapraklar en uygun sicaklik ve nemin saglandig1 ortamda fermentasyona
birakilir (Caffin vd., 2004). Fermentasyon, siyah ¢ayin kalitesinin belirlenmesinde 6nemli
rol oynayan kritik bir asamadir. Bu islem sirasinda ¢ay yapraklariin rengi yesilden bakir
kirmizist veya siyah renge doniisiir. Ayrica kompleks biyokimyasal reaksiyonlar zinciri
sonucunda olusan bir ¢ok ucucu koku bilesikleri nedeniyle yapraklarin yagimsi kokusu
cicegimsi kokuya doniisiir (Bhattacharyya vd., 2007 a, b).

Fermentasyon sirasinda istenilen iirtin 6zelliklerinin olusumundan sorumlu en 6nemli
faktorler siire, sicaklik, pH, nisbi nem ve oksijendir (Muthumani ve Senthil-Kumar,

2007b). Ornegin fermentasyonun basinda yetersiz havalandirma uygulanmasi TF ve TR
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olusumunu azaltir. Benzer sekilde yiiksek sicaklik uygulamast TF olusumunda 6nemli
Olciide azalmaya neden olur (Bhattacharyya vd., 2007a). Bir¢ok c¢ay fabrikasinda
fermentasyon odasinda ¢ay yapraklarinin sicakligini belli diizeyde tutabilmek ve yeterli

oksijen saglayabilmek i¢in basingla hava verilmektedir.

1.3.4. Kurutma

Kurutmanin amaci, ¢ay yapraginda bulunan nem igeriginin belli bir diizeye ¢ekilerek
oksidasyonu durdurmak, kazanilan ozelliklerin ve olusan aroma bilesenlerinin
kaybolmasina engel olmaktir. Bu islem siyah cayin depolanabilir, paketlenebilir ve
taginabilir durumuna sokulmasinda 6nemli bir gorevi yerine getirmektedir. Fermantasyon
tamamlandiginda cay yapragindaki %45-50 oranindaki nem orani kurutma islemi ile %3
diizeyine indirilmektedir. Kurutma islemi tabla {izerinde hareket eden fermantasyona
ugramis ¢ay yapragina sicak hava iiflenmesiyle gerceklestirilmektedir. Firina giren sicak
hava 87-99 °C ve ¢ikan havanin 50-55 °C arasinda olmasma dikkat edilirken, kurutma

islemi genellikle 24-27 dakika arasinda tamamlanmaktadir (Usta, 2005).

1.4. islem Gormiis Caydan Geriye Kalan Degerler: Cay Atig1 ve Kafein Tozu

Kuru ¢ay iiretiminde, liretim islemi sirasinda elektrostatik ayiricilarla ayrilan gay lifi
ile farkli tane biyikliigiindeki eleklerden ayrilan ve c¢ogunlukla yaprak sapindan
kaynaklanan ¢ay ¢opi, islenen yapraktaki ¢aya donlisemeyen kalin damar, sert yaprak, vb.

meydana gelen gay tozu karisimina ¢ay atig1 denilmektedir (Sekil 1.5).

Sekil 1.5. Cay atig1 goriintiileri
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Bu atik miktari, yas yaprak agirligina oranla %3-5 arasinda iken, Dogu Karadeniz
Bolgesinde yas cayin standart digi toplanmasindan dolayr %17-18 gibi biiyiik boyutlara
cikmaktadir (Kacar, 1987). Yas cay satin alimi yonetmeligine gore, en fazla %10 oraninda
standart dis1 ¢ay alimina izin verilirken, uygulamada bu oran %25-30’a kadar ¢ikmaktadir.

Caykur’a ait bir fabrikada 2014 yil1 i¢in 28.500 kg yas cay yapragi satin alinmus,
tiretim sirasinda agiga c¢ikan ¢ay atiklar1 bagka bir fabrikaya gonderilecegi i¢in tartilmis ve
1500 kg’da kuru ¢ay atig1 olustugu belirlenmistir. A¢iga ¢ikan kuru ¢ay atiginin yas c¢aya
oran1 %5,3 civaridir. Sadece Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii'niin 2014 yilinda alim
yaptigi 590.000 ton yas yapraktan 31.270 ton siyah cay atig1 beklenmektedir. Ozel
sektoriin satin aldig1 yas ¢ay miktari, 713.000 ton olup, 37.789 ton siyah c¢ay atigi
cikacaktir.

Yiiz ylize yapilan goriigmelerden alinan bilgiler 1s181nda, 6zel sektor cay atiklarinin
bir kismin1 liretim hattinda tekrar degerlendirdigi i¢in, atik miktar1 yas c¢aym %3’{ine
diismektedir (21.350 ton). Bu sonuglara gore, kamu ve 6zel sektoriin ¢ay atigi toplami
2014 yili i¢in 52.660 ton gibi ¢ok yiiksek bir miktara ulagsmaktadir. Cay atiklarinin

kimyasal ve elementel analizi Tablo 1.2.’de verilmistir (Demirbas, 1999).

Tablo 1.2. Cay atiklarinin kimyasal ve elementel analiz sonuglari

Yapisal Bilesenler % Elementel Analiz %

Lignin 37,8 | Karbon 49,6
Seliiloz 28,8 | Hidrojen 51
Hemiseliiloz 18,9 | Oksijen 426
Aseton Ekstraktifleri 4,6 | Azot 2,7
Nem 6,5 Kiil 3,4

Cay atig1 kompost hammaddesi olarakta kullanilabilir. Hindistan’da ¢ay atiginin
kompost tiretimi uygulamalari bunun en giizel 6rnegidir. Ancak ¢ay atigim1 dogrudan
kompost hammaddesi olarak kullanmak miimkiin degildir. Ciinkii kompostlama i¢in
gerekli olan nem, pH, fosfor ve mikroorganizma bakimindan uygun degildir. Kuru cay
atiginin oncelikle nem bakimindan uygun forma getirilmesi gerekmektedir. Bunun icin
yaklasik 2,6 kat klorsuz su ile nemlendirilir. Cay atigindan tiretilen kompost bolgedeki cay
bahcelerinde giibre yerine kullanilmaktadir. Cay kompostlarinin cay bahgelerinde
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kullanilmastyla kimyasal giibre kullanim1 azalmakta ve topragin pH’1n1 da ayarlamaktadir
(URL-1, 2014).

Tirkiye’de cay atiklar1 genellikle ¢ay fabrikalarinda buhar kazanlarinda yakacak
olarak kullanilmaktadir. Yakacak, kompozit veya giibre olarak kullanimi disinda icerdigi
degerli kimyasallar yoniinden de degerli bir atiktir. Katma degeri yiiksek {irlinlerin elde
edilmesine yonelik ciddi arastirmalar yapilmaktadir. Bu yoniiyle tezin ilerleyen

kisimlarinda tekrar tartigsilacaktir.

1.5. Diinya ve Tiirkiye’de Cay Uretimi

Diinya’da c¢ay ithalati, hem cay {ireticisi olan iilkeler, hem de ¢ay iireticisi olmayan
iilkeler tarafindan yapilmaktadir. FAO’nun (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii)
2014 yili verilerine gore, toplam cay ithalat1 yillik 1.582.222 ton’dur. Ithalatta en biiyiik
paya sahip iilkeler arasinda sirastyla Avrupa Birligi Ulkeleri, Rusya, Pakistan, ABD,
Japonya, Misir ve Kanada yer almaktadir (FAO Raporu, 2010).

Diinya’da toplam ihracat miktar1 ise 2014 yili verilerine gore, yillik 1.854.318
ton’dur. Thracatta en biiyiik paya sahip iilkeler arasinda Kenya, Sri Lanka, Cin, Hindistan,
Vietnam, Avrupa Birligi Ulkeleri, Endonezya ve Arjantin gibi iilkeler ilk siralari
almaktadir (FAO Raporu, 2010). Cay iireten iilkelerdeki ¢aylik alanlar ve iiretim miktarlari
Tablo 1.3’de verilmistir.

Tablo 1.3. 2014 Y 1l1 iilkelerin ¢aylik alanlari ve tiretim miktarlari

Ulkeler Caylik Alan (Bin Hektar) Ulkeler Miktar (Bin Ton)
Cin 1.628 Cin 1.712
Hindistan 523 Hindistan 1.026

Sri Lanka 218 Kenya 311
Kenya 189 Sri Lanka 290
Endonezya 120 Tiirkiye 240
Vietnam 175 Vietnam 200
Tiirkiye 80 fran 170

Diger Ulkeler Toplami 975 Diger Ulkeler Toplam 80
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Tekrar ihrag (Re-export) yapan iilkeler arasinda en énemli tiiketici iilke olan Ingiltere
yer almaktadir (Ozden, 2009). Tekrar ihrag, diinya ¢aycilifinda &zellikle iiretici iilkelerin
birbirlerinin c¢aylarin1 harmanlamak suretiyle ya da tiiketici iilkelerin ithal ettikleri c¢ay1
yeniden harmanlayip ihra¢ etme islemidir.

Tiirkiye, ¢ay tarim alanlarinin genisligi bakimindan, diinyada {iiretici tilkeler arasinda
7. sirada, kuru cay iiretimi yoniinden 5. sirada ve yillik kisi basina tiikketim bakimindan ise
4. sirada yer almaktadir (Ozden, 2009).

1984 Yilina kadar devlet tekeli altinda siirdiiriilen c¢ay isletmeciligi 1988 Aralik
aymda 3092 sayili “ Cay Kanunu” ile serbest birakilmustir. 1994 yilinda Cay Isletmeleri
Genel Miidiirliigii, ¢ikarilan 4046 sayili kanun ile KIK kapsamindan ¢ikarilarak Iktisadi
Devlet Tesekkiiller arasina almmis, 2002 yilinda ise Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’nin
kurulusu olmustur. Bugiin sektdrde Cay-Kur’un 47 adet yas cay isleme fabrikasi, 3 adet
paketleme fabrikas1 6zel sektoriin ise biri kooperatif olmak tizere yaklasik 229 adet yas cay

isleme fabrikasi bulunmaktadir (Caykur, Cay Sektorii Raporu, 2009).

1.6. Cayn Bilesimi ve I¢erdigi Kimyasallar

1.6.1. Cayin Bilesenleri

e Yas Cay

Islem gdrmemis cay yapragmin kimyasal bilesimi varyete farkliliklari, gevresel
etkiler, toplama standardi ve iretim yontemleri gibi faktorlere bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Kuroda ve Hora, 1999). Ancak genel olarak taze cay yapraginin yaklasik
%70’1 sudur. Cayin bilesenleri arasinda en biiylik 6neme sahip olanlar fenolik maddeler ve
aralarinda kafeinin de yer aldigi alkaloidlerdir. Ayrica, cayda 26 c¢esit aminoasit
bulunmaktadir ve en fazla bulunan aminoasit, sadece ¢ay bitkisine 6zgii olan ve toplam
aminoasitlerin %50’sini olusturan teanindir (Yao vd., 2006a). Yesil cay kalitesi ile en
yiiksek korelasyonu gosteren ve ayni zamanda Onemli biyolojik etkiye sahip bir
aminoasittir (Wang vd., 2006). Ornegin, beyindeki norepinefrin ve serotonin miktarlarimi
diistirdiigii, kan basincini azalttigi ve kanser iizerine etkili oldugu belirtilmektedir (Juneja
vd., 1999; Wang vd., 2006). Teanin yesil ¢ay demine buruk tat ve koku vermektedir
(Juneja vd., 1999).
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Cay filizi enzimler, biyokimyasal ara iiriinler, karbohidratlar, proteinler ve yaglari
icerir. Ilaveten ¢ay filizi polifenolleri ve metil ksantinleri (kafein, teobromin ve teofilin gibi
diger piirinleri) 6nemli oradan igerir. Cayin essiz tadindan sorumlu bu iki grup bilesendir.

Flavanoller, flavonol glikozitleri, fenolik asitler toplam polifenolleri olustururlar ve
bunlar ¢ay filizindeki kuru agirhigin yaklasik %30’una karsilik gelir.

Cayda bulunan katesinlerin ve yukarida bahsedilen bilesiklerin biyosentez agsamalari
Sekil 1.6°da goriilmektedir.

Fenilalanin —_— Sinnamat —_— p-kumarat
|
Al
p-kumarol-Cod —_— Kalkon —_— Marigenin
I
27
eriodiktol —_— dihidrotrisetin

J

l

Antosivanidin <—— Lokoantosivanidin — (+)Flavan-3-ol

l (9)Katesin (C)
(Yepiflavan-3-ol () Gallokatesin (GC)
(spikaissin (EC)

(-)epigallokatesin (EGC)

Sekil 1.6. Katesinlerin bitkilerdeki biyosentez yolu

Cay yapraginda hakim olan fenolik bilesikler katesinlerdir. Flavan-3-ollardan (-)
epigallo katesin (EGC) ya da (-)epigallo katesin gallat (EGCG)’1n ¢ay siirlimlerinde en
fazla bulunan katesinler oldugu belirtilmektedir (Obanda ve Owuor, 1997). Afrika
caylarinda yapilan bir arastirmaya gore, 40 farkli ¢ay siirlimil i¢inde en fazla, gallatlanmis
katesinlerden EGCG tespit edilmis bunu gallatlanmamis katesinlerden EGC izlemistir.
Diger katesinler (-)katesin (C), (-)epikatesin (EC) ve (-)epikatesin gallat (ECG) olup daha
az miktarlarda bulunmaktadir (Wright vd., 2000).
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Benzer sekilde, Avustralya taze c¢ay yapraklarinda en fazla EGCG (ort. 109 mg/g)
bulunurken bunu EGC (ort. 46,11 mg/g) ve ECG (ort. 36,6 mg/g) izlemistir (Yao vd.,
2004). Tayvan taze yesil cay siliriimlerinde, katesinlerin miktar agisindan siralamasi su
sekilde bulunmustur; EGCG>EGC>ECG>EC>C (Lin vd., 1996). Ayn1 siralama, Aucamp
vd., (2000) tarafindan da tespit edilmistir. Taze yaprakta basta EGCG olmak iizere ECG ve
EGC’in yiiksek seviyelerde bulunmasi, siyah ¢ay liretimi agisindan iyi kalitenin belirteci
olarak ele alinmaktadir.

Fermentasyon islemi katesin miktarinda 6nemli oranda azalmaya neden oldugu i¢in
yesil cay, oolong ve siyah caylardan daha fazla katesin igermektedir (Cabrera vd., 2003).
Yesil ¢ayda katesinlerden en fazla EGCG bulunmaktadir. Bunu sirastyla EGC, ECG, EC,
CG, GC ve C izlemektedir (Goto vd., 1996; Lin vd., 1996; Zuo vd., 2002; Nishitani ve
Sagesaka, 2004; Perva-Uzunali¢ vd., 2006). Bu siralamanin EGCG>EGC>EC>ECG>GC
(Wang vd., 2000; Chang vd., 2000) ve EGCG>EGC>GC>ECG>C>EC (Wang vd., 2006)
seklinde oldugu da belirtilmektedir. Yesil ¢ayda bireysel katesinlerin miktar1 hammaddenin
cesidine, oOzellikle varyete, iklim ve yetistirilme kosullarina gore degismektedir (Bonoli
vd., 2003). Ornegin, Japon geleneksel Matcha ¢aymin katesin igeriginin diger bir Japon
cay1 olan Sencha ¢ayina gore daha diislik olmasinin, Matcha ¢ay1 liretiminde kullanilan ¢ay
yapraklarmin golgede yetistirilmesi nedeniyle bunlardaki katesin biyosentezinin diisiik
olmasindan ileri geldigi belirtilmektedir (Goto vd., 1996; Nishitani ve Sagesaka, 2004).

Katesinler sitoplazmik vakuollerde bulunurlar ve fermentasyon sirasinda énemli rol
oynarlar. Kloroplastta bulunan polifenol oksidaz enzimi ¢ay fermentasyonunda kilit rol
oynar. Polifenol oksidaz c¢ay katesinlerinin orto-dihidroksi fonksiyonel grubu i¢in dikkate
deger 6zgilinliige sahiptir. Zarar gormemis bir bitkide enzimler substratlarla ve flavonoller
ile etkilesime girmez. Fermentasyonun temelinde membranin kirilmasiyla oksijenin
varliginda substrat ve enzimi biraraya getirerek polifenollerin sitoplazmaya yayilabilmesini
saglamak yatar. Fermentasyonda ilk basamak olarak katesinler polifenol oksidaz ile ¢ok
reaktif ortokinonlara yiikseltgenirler. Bir gallokatesinden ve basit katesinden tlireyen
kinonlar cay i¢eceginin rengine, parlakligina, canliligina, burukluguna 6nemli katk: yapan
turuncu-kirmizi bilesen olan teaflavinleri tiretmek ic¢in dimerlesirler. Teaflavinlerin (TF)
olusumunda rol oynayan ve dolayisiyla siyah ¢ay kalitesini etkileyen katesinler EC, EGC,
ECG ve EGCG’dir. Epi yapili olmayan katesinler TF olusum reaksiyonlarina katilmazlar
(Wright vd., 2000; Owuor vd., 2006).
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e Oolong Cay

Oolong cayin yapisinda bulunan katesinlerin polimerizasyonu sonucunda olusan
polifenol bilesikleri, yesil ve siyah ¢aydan farkliliklar gosterir (Matsui, 2004) ve katesin,
teaflavin ve tearubiginlerin karisimindan olusmaktadir (Wheeler ve Wheeler, 2004). EGCG
ve toplam katesin miktarlar1 agisindan yesil caydan sonra ikinci sirada yer alir (Lin vd.,
2003). Benzer sekilde, en fazla katesin miktar1 yesil caydan sonra oolong cayindadir (Chan
vd., 2007). Caylarin indirgeme giicii ve 2-2-difenil, 1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal
yontemleri kullanilarak belirlenmis antioksidan aktivite agisindan da yesil ¢caydan sonra
gelir (Satoh vd., 2005). Diger taraftan, oolong ¢ayin bilesiminde bulunan proantosiyanidin,
oolonghomobisflavan, teasinensin ve teaflavin gibi polimerize polifenollerin pankreastan
salgilanan lipaz enziminin aktivitesini engellemede yesil ¢ayin baslica polifenollerinden
olan EGCG’dan daha etkili oldugu da belirtilmektedir. Bu nedenle oolong ¢ayin insan
viicudunda yag absorbsiyonunu azaltarak obeziteyi Onleyecegi diisliniilmektedir (Nakai
vd., 2005).

e Siyah Cay

Siyah ¢ayin igerdigi kimyasallar Tablo 1.4’de verilmistir (Alasalvar, 2013).

Tablo 1.4. Siyah ¢ayda bulunan kimyasallar

Bilesenler Birim | Bilesenler Birim
Teaflavinler (%) 0,78 Demir (mg/100g) 17,4
Tearubiginler (%) 8,02 Sodyum (mg/100g) 3,0
Polimerize maddeler (%) | 11,19 | Potasyum (mg/100g) 2000
Kafein (%) 3,51 A vitamini (U/100g) 900
Toplam Polifenol (%) 20,0 B1 vitamini (mg/100g) 0,10
Aminoasitler (%) 1,0 B2 vitamini (mg/100g) 0,80
Protein (%) 20,6 Nikotinik Asit (mg/100g) | 10
Lys R 2,5 Gallik Asit (%) 0,15
Karbohidratlar (%) 32,1 EGC (%) 0,57
Nem (%) 6,0 C (%) 0,18
Kalsiyum (mg/100g) 470 EC (%) 1,51
Fosfor (mg/100g) 320 EGCG (%) 2,86

Bunlarin disinda siyah ¢aya kokusunu veren kimyasallar da mevcuttur. Terpenoidler

ve aminoasitler ¢ayin hos aromasina katki yapan linaool, fenil asetaldehid, fenil etanol ve
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metil salisilat liretmek ic¢in indirgenirler. Caym aromasindan sorumlu bilesenler Tablo

1.5°de verilmistir (URL-2, 2014).

Tablo 1.5. Cayin aromasindan sorumlu bilesenler

Bilesik Bilesik
a- pinen Nerol
Linalool oksit Geraniol
Sitronellal a- ionon
Benzaldehit Benzil alkol
Linalool Fenil etanol
Fenil Asetaldehit cis-neronidol
Geranil Asetat Metil jasmonat

Siyah cayin en onemli fenolik bilesikleri ve ayni zamanda pigmentleri dimerik
teaflavin (TF) ve polimerik tearubigindir (TR). TF parlak ve portakal kirmiz1 renkte iken
TR kimyasal olarak daha heterojen olup kahverengi-kirmizimsi renktedir ve bu bilesikler
flavonol glikozidlerle birlikte siyah cayin tat ve renginden 6nemli Glglide sorumludur
(Obanda vd., 2001). Siyah ¢ayda toplam konsantrasyonu %2’yi gegcmeyen, genellikle %0,3
gibi diisiik diizeyde olabilen, TF’in sentezi ve molekiiler yapisi ¢ok iyi bilinirken, daha
heterojen yapidaki, kuru ¢ay agirligimmin %10-15’in1 olusturan, TR’in kimyasal yapist ve
olusum mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (Wright vd., 2002; Bonnely vd., 2003;
Haslam, 2003; Obanda vd., 2004; Sang vd., 2004; Owuor ve Obanda, 2007). Teaflavinlerin
kimyasal yapilar1 Sekil 1.7°de verilmistir.
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Basit teaflavin (TF-f)

Teaflavin-3’-gallat (TF-3"-G) Teaflavin-3-3 -digallat (TF-3-3"-DG)

Sekil 1.7. Cay teaflavinlerinin kimyasal yapilar1 (Kuroda ve Hora, 1999).

TR i¢in 6nerilen genel yap1 ve TF olusum yollar1 asagida verilmektedir ( Kuroda ve

Hora, 1999; Wang vd., 2000).
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o
HO o
o OH
"ror
- OH ~ n
EC + EGC > TF-f (1)
EC + EGCG > TF-3-G (2)

ECG+EGC — > TF-3’-G 3)
ECG + EGCG — > TF-3,3"-DG (4)
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Alasalvar vd., (2013) diistik ve yiiksek kalitedeki Tirk siyah caylarinin toplam
fenolik igerikleri, vitamin igerikleri, teaflavin ve tearubigin miktarlari, karotenoidler ve
alkaloidler agisindan incelemistir. Diisiik ve yiiksek kalite araligindaki yedi siyah gay
orneklerinin teaflavin igerigini 56-124 mg/100g ve tearubigin igerigini 10,2-12,79/100g
olarak rapor etmislerdir (Alasalvar vd., 2013).

o Kafein

Cayin igeriginde yukarda bahsedilen bilesenler disinda Onemli oranda kafein

bulunur. Kafein kimyasal yapist asagida verilmis olup alkoloid yapisindadir.
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I
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Kafein iki nedenden otiirii birgok arastirmaya konu olmustur. Bunlar kafeinin dogada
yaygin olarak bulunmasi ve kullaniminin ¢ok eskilere dayanmasidir. Arastirmacilar bugiine
kadar kafein igceren 60°dan fazla bitki bulmuslardir ve tarih kafeinin bir sekilde paleolitik
caglardan bu yana tiiketildigini gostermektedir. Neden bu kadar ¢ok bitki ¢esidinin kafein
urettigi ise merak konusudur. Birgok uzman, bitkide kafeinin ikincil bilesen olarak
bulundugunu, yani bitkinin hayatta kalmasi i¢in elzem olmadigini, sadece dogal bir pestisit
oldugunu diistinmektedirler (Raven vd., 1999; Lee ve Balick, 2006). Kafeinin ¢ay, kahve
ve diger bazi bitkilerde yiiksek derisimde bulunmasimna dair iki hipotez bulunmaktadir.
‘Kimyasal savunma teorisi’‘ne gore bitkilerde kafein; kiiclik yapraklar, meyve ve cigcek
tomurcuklarindaki yumusak dokular1 bocek larvalart (Harborne, 1993) ve bdcekler
(Hewavitharanage vd., 1999) gibi yagmacilardan korumak igin bulunmaktadir. Kafein
herbivorler, bocekler ve bitkiler igin toksiktir. ‘Alleopatik teori’‘ye gore ise kafein tohum
zarfindan topraga salimir ve bdylece diger tohumlarin ¢imlenerek gelismesini engeller
(Waller, 1989). Bugiin diinya ¢apindaki kafein tiikketiminin (biitiin kaynaklardan) yillik
olarak 120,000 ton oldugu tahmin edilmektedir (URL-3, 2014). Son yillarda kafeine
verilen dnem giderek artmaktadir. Amerika Gida ve Ilag Idaresi (FDA); kafeinin 1960°larn
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sonlarinda baslatilan, genel olarak giivenli kabul edilen (GRAS) maddeler listesinin bir
parcasi olarak diizenleyici 6zelligi lizerine odaklanmistir (Barone ve Roberts, 1996).

Kafein; teobromin (3,7-dimetilksantin), paraksantan (1,7-dimetilksantin) ve metilurik
asitleride igeren diger metil ksantanlarla beraber piirin alkaloid olarak bilinen bir grubun
iiyesidir. Ila¢ olarak kullanimi ile ilgili en eski yazili kaynak, Abu Ali al- Husain ibn
Abdullah Ibn-i Sina tarafindan yazilan “The Canon of Medicine” (980- 1037)’dir. Ancak
ilk kez 1820 yilinda ¢ay (Camellia sinensis) ve kahvede (Coffee arabica) kesfedilmistir
(Ashihara ve Crozier, 2001).

Kafein (1,3,7-trimetilksantin) ¢ay, kahve, mesrubat gibi birgok igecekte bulunmasi
nedeniyle halk tarafindan iyi bilinen birkag bitkisel maddeden biridir. Kafein tiiketiminin
insan sagligi lizerine olumsuz olumlu veya olumsuz etkileri tartismahidir (Mazzafera vd.,
1991). Kafein tiikketimi ile birlikte kisa vadede ortaya ¢ikan etkiler kalp carpintisi,
gastrointestinal rahatsizliklar, anksiyete, titreme, yiiksek kan basincit ve uykusuzluktur
(Chou ve Benowitz, 1994; Nurminen vd., 1999). Bununla beraber kafein tiikketiminin insan
saglig1 iizerine uzun vadedeki etkilerine dair ¢ok sayida yaymn bulunmasina ragmen;
kafeinin, insan sagligin1 koruyucu veya zararli 6nemli bir etkisi olduguna dair bir isaret
bulunamamistir (Eskenzai, 1999). Camellia ve Coffee tiirlerinde, en yiiksek kafein
derisimini sinensis varyetelerindeki gen¢ yapraklarin ilk filizlerinde (kuru agirlikta %2,8

kadar) bulunmustur (Ashihara ve Crozier, 2001).

1.6.2. Yas Cay Yapraginin Fenolik Madde Bilesimini Etkileyen Faktorler

Cayin kimyasal igerigini degistiren en onemli etken isleme yontemidir. Yukarida
detaylar1 verilen kimyasallarin ¢cogu ¢ayimn islenmesi sirasinda olusur. Ancak cayin
islenmesi Oncesindeki bazi etkenler icerigini dnemi derecede etkilemektedir. Taze g¢ay
yapraginin polifenol icerigi asagida belirtilen ¢esitli faktorlere bagl olarak degisiklik

gostermektedir.
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1.6.2.1. Hasat Sonrasi Islem

Katesinlerin miktar1 yapraklarin hasat edilmesinden islenmesine kadar gecen siirede
maruz kaldig1 kosullara gore degisime ugrayabilmektedir. Bu nedenle hasat sonrasi

sicaklik 35°C’yi gegmemeli ve ortamda yeterli miktarda oksijen bulunmalidir.

1.6.2.2. Bolgesel Farklhihk

Cay tiretimi amaciyla 2,5 yaprak olarak (2 tam yaprak ve 1 tomurcuk seklinde) hasat
edilen cay bitkisinde, katesinlerin dagilimi yapraklarin yasina bagl olarak degismektedir
(Robertson, 1983). Toplam katesin en fazla geng yapraklarda daha sonra olgun yapraklarda
ve en az govdede bulunmaktadir. Siyah cay iiretimi agisindan degerlendirildiginde, 2,5

yaprak kullanildiginda TF icerigi en yiiksek seviyeye ulasir (Caffin vd., 2004).

1.6.2.3. Mevsimsel Farkhihk

Yapraklardaki polifenol miktar1 ve dagilimi hasat edilen siirgiin donemlerine gore de
farklilik gostermektedir. Bu durum farkli mevsimlerde bitkinin gelisme oranmin farkli
olmasindan kaynaklanmaktadir. Caffin vd., (2004) tarafindan yapilan bir calismada,
Avustralya taze cay yapraklarinda soguk mevsimde veya yavas gelisme kosullarinda
gallatlanmis katesinlerin miktarinda sicak aylara gore Onemli oranda (p<0.05) azalma
saptanirken, esterlesmemis katesinlerin miktar1 soguk mevsimlerde daha fazla
bulunmustur. Ayni aragtirmacilar siyah cay iiretimi agisindan sicak aylarda hasat edilen
yapraklardan en iyi kalitede siyah ¢ay tretilebilecegi belirtilmektedir. Lin vd., (1996) yaz
doneminde toplanan caylarin toplam katesin miktarinin (ort. %5,25) bahar doneminde
toplananlardan (ort. %3,77) daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Chou vd., (1999)
tarafindan yapilan bir baska ¢aligmada Tayvan cay yapraklarindaki katesin miktarinin
mevsime gore degistigi ve yaz, ilkbahar, sonbahar ve kigin ortalama katesin miktarlarinin
sirastyla %22, %20,1, %19,4 ve %19,2 oldugu belirtilmektedir. Diger taraftan, yukarida
s0zii edilen arastirma sonuglarinin tersine diigiik sicaklik, daha az giin 15181 veya kuraklik
nedeniyle yavas gelisme kosullar1 altindaki cay bitkisi ile yiliksek kaliteli ¢ay
tiretilebilecegi de belirtilmektedir (Robertson, 1983).
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1.6.2.4. Hasat Yontemi

Cay yapraklar1 bahgeden elle, makas kullanarak kismi mekanizasyon yoluyla veya
tam mekanizasyon teknigi ile hasat edilmektedir. Ancak, elle veya makine ile hasat
durumuna gore yapraklarin polifenol miktarlari degismektedir. Iscilik maliyetlerini
azaltmak amaciyla (Ravichandran ve Parthiban, 1998b) makine ile hasat yapildigi durumda
daha yagh, kaba, kalin ve zarar gérmiis yapraklar toplandigindan katesin miktarlar1 daha

diisiiktiir (Caffin vd., 2004).

1.6.2.5. Hasat Sezonu

Yas cay yapraginda en dnemli grubu olusturan katesinlerin miktar1 ¢ay siirlimlerine
gore degisebilmektedir (Lopez vd., 2005; Saravanan vd., 2005). Farkli ¢ay siiriimleri
arasinda polifenollerin dagilim profili biiylik farklilik gosterirken, ayni1 siiriim i¢inde agag1
yukar1 profilin ayn1 oldugu ve ayrica polifenol miktarlarinda belirgin degisimler olmasina

ragmen polifenollerin nispi oranlar1 arasinda farkliliklar goriilmedigi belirtilmektedir

(Caffin vd., 2004; Owuor ve Obanda, 2007).

1.7. Cay Kimyasallarimin Etkileri ve Kullanim Alanlar:

1.7.1. Saghk Uzerine Etkileri

Son yillarda ¢ay katesinlerine biyolojik aktivitelerinden dolay1r c¢ok fazla ilgi
gosterilmektedir (Chen vd., 2001). Cayin yararli o6zelliklerinin antioksidan (Zandi ve
Gordon, 1999; Mello vd., 2005; Navas vd., 2006), antimutajenik (Halder vd., 2005),
antikarsinojenik (Han, 1997) ve antibakteriyel (An vd., 2004) etkilerinden kaynaklandigi
belirtilmektedir. Bansal vd., (2012) yesil ¢ay polifenollerinin farmakolojik profilini genis
acidan inceledigi yeni bir derleme yaymlamistir.

Yesil cay polifenollerinin saglik iizerine etkilerini aragtirmak amaciyla birgok
caligma yapilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda polifenollerin yara iyilesmesi (Vergote
vd., 2002; Chen vd., 1998; Hsu vd., 2003), viriisler (Song vd., 2005), ateroskleroz (Vinson,
2000), otoimmiin hastaliklar (Varilek vd., 2001), kardiak aritmi (Kelemen vd., 2004), HIV
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(Nance ve Shearer, 2003), sa¢ dokiilmesi (Esfandiari ve Kelley, 2005), cilt hiicreleri (Hsu
vd., 2003), diyabet (McKay ve Blumberg, 2002; Anderson ve Polansky, 2002; Koyama,
2004), karaciger rahatsizliklar1 (Kuo ve Lin, 2003), kilo kayb1 (Dulloo vd., 1999) iizerine
etkileri incelenmis ve olumlu sonugclar elde edilmistir.

Cay katesinleri, bir H atomu vericisi olarak serbest radikalleri indirgeme, zincir
oksidasyon reaksiyonlarim1 engelleme veya metallerle selat yapma yetenegine sahip
oldugundan antioksidan olarak davranirlar (Gramza vd., 2006). Bireysel katesinlerin
antioksidan aktivitesi fenolik hidroksil gruplarin sayisi ve konumuna bagh olarak farklilik
gostermektedir. Nanjo vd., (1996)’nun katesinlerin DPPH radikalini baglama etkisini
inceledikleri ¢aligmada, gallatlanmis katesinlerin, gallatlanmamis tiirevlerine gére daha
giiclii antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmektedir. Gallat grubunun ve B halkasindaki
orto-trihidroksil grubun serbest radikal baglama acisindan ¢ok ©nemli oldugu da
belirtilmistir. Bu sonug¢la uyumlu olarak, Leung vd., (2001) tarafindan, EGCG’n diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu engelleme agisindan en fazla etkiyi
gosterdigi ve bunu sirasiyla ECG, EC ve EGC’in izledigi saptanmistir. EGCG’1n en yiiksek
antioksidan potansiyele sahip oldugu Stewart vd., (2005) tarafindan da gosterilmistir. Ayn1
arastirmada, EGCG’1 sirastyla ECG, EGC, EC ve GC izlemistir. Diger taraftan, Liu vd.,
(2000) tarafindan yapilan bir g¢aligmada, ¢ay polifenollerinin peroksil radikalinin neden
oldugu lipid peroksidasyonunu engelledigi saptanmis ve en yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip polifenoliin, EC oldugu ve bunu sirasiyla EGCG, ECG ve EGC’in izledigi
belirtilmistir.

Katesinlerin genel olarak Gram (+) bakterilere, Gram (-) bakterilerden (E. coli ve S.
enteridis gibi) daha etkili oldugu da bilinmektedir (Dufresne ve Farnworth, 2001; Proestos
vd., 2006). Cay katesinleri, antibiyotige direngli bakterilerden biri olan S. aureus (MRSA)
tastyicisi bircok hastada kontrol gruba gore bakteri sayisinda ve hastanede kalma siiresinde
onemli oranda azalmaya neden olmustur (Yamada vd., 2003).

Giinde 5 fincan yesil cay tliketerek, giinliik riboflavin, niasin, folik asit ve pantotenik
asit gereksiniminin %5 ila %10’u kazanilmig olur. Yaklagik olarak, giinlik magnezyum
ithtiyacinin %51, potasyum ihtiyacinin %251, manganez ihtiyacinin %45°1 karsilanir.

Epidemiyolojik laboratuar calismalar1 gostermektedir ki ¢ay tiikketimiyle belli kanser
tiirleri arasinda ters orant1 vardir (Artali vd., 2009; Mann vd., 2009; Kuo vd., 2009). 1966
yilinda yaymlanmis olan ilk epidemiyolojik rapor, insanlarda g¢ay bileseni ve kanser

arasindaki iliskiyi gostermektedir (Higginson, 1966). Cay polifenolleri selektif olarak
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giiclii bir sekilde apoptotik hiicre 6liimlerine neden olur, tiimdrli hiicrelerin dongiistini
durdurur ve ¢esitli biyolojik yollari etkiler. Cilt, akciger, karaciger, mide, meme bezi ve
kolon gibi farkli organ dokularindaki timdér olusumunu engelledigi veya bu tlimdrlerin
miktarin1 azalttigin1 gosteren in-vivo calismalar mevcuttur. Son zamanlarda yapilan
caligmalarda farkli hayvan modelleri kullanilarak hastaliklar goriilmeden Once g¢ayin
kanseri onleme {izerine etkisi arastirilmistir (Lambert vd., 2005; Yang vd., 2007; Ju vd.,
2007). Yesil cayin kanseri onlemesi lizerine insan kaynakli c¢alismalar da yapilmistir.
Ornegin, diizenli olarak yesil cay tiiketilen Japonya gibi iilkelerde kanser oranlari diisme
egilimindedir. Yesil ¢ayin gergekten insanlarda kanseri dnleyip onlemedigini belirlemek
insan temelli ¢alismalar yapilmaksizin pek miimkiin degildir. Ancak hayvan c¢aligmalar1 ve
klinik ¢aligmalar EGCG’nin kanserinin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini

ortaya koymaktadir.

1.7.2. Gidalarda Kullanim

Fenolik bilesikler, gida kalitesi iizerinde burukluk, acilik (bitterness), eksilik, tatlilik
gibi tat Ozelliklerinin yani sira; tat, aroma ve renk olusumunda da etkilidir. Katesinler
gidalarda mikrobiyal oksidatif ve 1s1l kararlilik saglamaktadir (Aron ve Kennedy, 2008).
Yapay antioksidanlar olan butillenmis hidroksianizol (BHA), butillenmis hidroksitoluen
(BHT) ve tersiyerbutilhidrokinon (TBHQ) gida katki maddeleri olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Ancak kullanim giivenligi konusundaki endigeler dogal antioksidanlara
olan ilginin artmasina neden olmaktadir (Wanasundara ve Shahidi, 1998).

Cay flavanoidlerinin et, tavuk tirlinleri, balik ve sebze yaglar1 gibi gida sistemlerinde
ozellikle antioksidan katki maddeleri olarak kullanildig:1 bilinmektedir (Yilmaz, 2006).
Ornegin yaglarda ve yagli gidalarda katesinlerin kullanilmasi ile lipid oksidasyonunun
engellenmesi sonucunda bu gidalarin oksidatif stabilitesi artirilmaktadir (Gramza ve
Korczak, 2005).

Farkli c¢esit etler degisik miktarlarda yag asiti igerdiklerinden dolayr lipid
oksidasyonuna duyarliliklar1 farklidir (Weisburger and Chung, 2002). Ornegin dana eti
lipid oksidasyonuna duyarlilig1 en az olandir ve 6rdek, devekusu, domuz ve tavuk onu izler
(Tang vd., 2001). Yesil cay katesinleri lipid oksidasyonunu onlemek i¢in et ve et
triinlerine uygulanmistir (Vuong vd., 2011). Biberiye ekstrakti ve yesil cay ekstrakti



uygulanmisg etlerde yapilan bir ¢alismanin bulgulart Sekil 1.8’de verilmistir (Senanayake,

2013). Yesil cay katesin ekstraktinin oldukca etkin bir koruma sagladig agiktir.

, “ 1. Gin

Kontrol Biberiye Ekstrakt: Yesil Cay Ekstrakty

Sekil 1.8. Ezilmis ¢ig etin biberiye ve yesil ¢ay ekstrakti ilavesinden sonra
kontrol grubuyla karsilastirilmasi

Ayrica cay ekstraktinin genis bir araliktaki patojenik bakterilere kars1 antimikrobiyal
aktivite gosterdigi, fermentasyon Oncesinde katilmasi ile son iriinii patojen ya da
istenmeyen bakterilere karsi koruyabilecegi de bildirilmektedir (Jaziri vd., 2009). Cayin
yogurt Uretimi sirasinda yaratacagi degisiklikleri belirlemek amaci ile yiiriitiillen bir
calismada, ¢ay flavanoidlerinin laktik asit bakterilerine olumsuz bir etkisinin bulunmadig,
fermantasyonu ve altt hafta boyunca canli bakteri sayisint olumsuz etkilemedigi
belirtilmistir (Jaziri vd., 2009). Literatiirde yogurda yesil ¢ay, limon, gilek 6zii ilavesi gibi
calismalar da mevcuttur (Jimenez vd., 2008). Fenolik bilesiklerin, et Triinlerine
antioksidan, B-Lg kopiigiline stabilizer, siite antifungal ve gidalara esmerlesme {riinlerini
engellemek amaci ile katildiklarina dair bilimsel ¢aligmalar mevcuttur (O’Connell ve Fox,

1999).

1.7.3. Diinyadaki Pazan

Cay ve cay atiklarindan izole edilebilecek kimyasallarin miktar1 azimsanmayacak

kadar onemlidir. Yesil cayin %7-8 katesin icerigi ilizerinden diisliniildiigiinde Onemli
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miktarda katesin elde edilebilir. Diinya pazarinda yesil ¢ay kokenli katesinlerin pay1 ve
katesin igerikli iriinlerin satig fiyatlar1 arastirildiginda oldukca carpict veriler elde
edilmistir. Pek ¢ok farkli marka icinde belli oranlarda katesin igeren iiriinleri igerik
miktarina gore degisen fiyatlarla piyasaya sunmaktadir. Ancak pazarin biiyiik bir bolimii
Cin’in egemenligi altindadir. Tablo 1.6’da bazi ticari {irlinler ve fiyatlart bulunmaktadir

(URL-4, 2011).

Tablo 1.6. Bazi ticari iirlinler ve fiyatlar

Super Green Tea, 90 softjel, 12$

Shogun Imperial Green Tea, 335 mg, 150 tablets, 19$

Applied Nutrition Green Tea Fat Burner with EGCG - 200 Softgels, 25$
Mega-T Green Tea 30 Caplet with Hoodia, 8%

Maximum Intenational Hoodia 500 with Green Tea, Veggie Caps, 120-Count Bottle, 363
AOR EGCG MAX 700mg epigallocatechin gallate - 90 vcaps, 46 $
Xian Ruiren Biologic Products Co., Ltd. (Ruiren), 10-120%$ kg

Sigma Aldrich 5g’lik 1 kutu sentetik kafein 21 Euro

Bu pazar g6z oniine alindiginda Tiirkiye gibi cay iireticisi olan bir iilkede ¢ay yan
trlinlerinin degerlendirilmesi hem Tiirk ¢aymin tanitilmast hem de c¢ay dis1 {riinler
pazarinda yerini almasi i¢in 6nemli bir baslangi¢ olacaktir. Yesil cay katesinlerinin diinya
pazarindaki yeri ve yillik potansiyeli hakkinda en 6nemli veriler European Green Tea
Extracts (GTE) Markets baglikli bir raporla Research and Markets tarafindan
yayimlanmistir (URL-5, 2011). Ticari olarak katesin tiirevlerini satan firmalar istenen
miktara ve kaliteye gére fiyat secenekleri sunmaktadir. Ozellikle bu pazarda katesin
tirevleri farkli formiilasyonlarla birlikte yag yakici tabletler olarak tanitilmakta ve saglik
iriinleri ve gilinliik yasam destekleri i¢inde gosterilmektedir.

Diger bir endiistriyel iiriin olan kafeinin en yaygin kullanim alami gida sektoriidiir.
Kolali icecekler icin giderek artan kafein ihtiyaci, gilinlimiizde genellikle sentetik
yontemlerle kargilanmakta ise de, tarima dayali iilkelerde oldugu gibi lilkemizde de ¢ay ve
cay atiklarindan tiretimi, giderek dnem kazanmaktadir. Bunun diginda 6zellikle kozmetik
sanayinde ve ila¢ sektdriinde de tercih edilen bir iiriin haline gelmistir. Kafein ilag
endiistrisinde saf halde ya da karisim olarak kullanilir. En ¢ok kafein-sodyum benzoat,

kafein-sodyum salisilat ve kafein sitrat seklinde kullanilmaktadir. Ayrica piyasada 30 mg
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kafein igeren aspirin ve kafein tabletleri (350 mg salisilik asit+30 mg kafein)
bulunmaktadir.

Ozellikle enerji igeceklerinin iiretiminde giderek artan bir potansiyele sahiptir. Enerji
icecekleri ABD’nin mesrubatlarda diizenledigi degerleri asan (200 ppm veya yaklasik 6
mg/ons) yeni bir igecek kategorisi 6zelligi gdstermektedir. Ornegin Red Bull 80 mg/250
mL kafein i¢cermektedir. Bu yoniiyle 6nemli bir endiistriyel hammadde adayidir. Sadece

tilkemizde kullanilmak amaciyla her yil yaklasik 50 ton kafein ithal edilmektedir.

1.8. Cay Fenolik Bilesiklerinin Ekstraksiyonunda Kullanilan Yoéntemler

Fenolik bilesiklerin izolasyonunda ayrilmak istenen gruplara bagli olarak pek ¢ok
farkli yontem uygulanmaktadir. Bitkilerden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu, matriks
etkisinin yanisira bitkinin kimyasal yapisi, partikiil boyutu, saklanma kosulu/siiresi ve
ekstraksiyon yonteminden etkilenir. Bu tez kapsaminda uygulanan ekstraksiyon yontemleri

ayrintili olarak agiklanmistir.

1.8.1. Coziicii Ekstraksiyonu

Fenolik bilesiklerin ¢oziiniirligli kullanilan ¢oziiciiniin polaritesine baglidir.
Genellikle %60-80 (v/v) oraninda sulandirilmis aseton, etanol, etil asetat veya metanol
cozeltileri veya ¢ozelti karigimlart kullanilir. Uygun bir ekstraksiyon sistemi ile birlikte
kullanildiginda bu ¢ozelti sistemleri bitki hiicre duvarini pargalar. Sulu metanol ¢ozeltileri
ozellikle fenolik asitler ve flavonoidlerin meyve ve sebzelerden ekstraksiyonu igin
kullanilmaktadir. Ciinkii bu bilesikler metanol c¢ozeltileri i¢inde olduk¢a kararhidir.
Ornegin, flavon ve flavonollerin metanol iginde +4 °C’ de ii¢ aydan daha fazla kararh
kalabildigi rapor edilmistir (Hertog vd., 1992; Héakkinen, 2000).

Organik veya inorganik ¢oziiciilerin kullanildig1 demleme (maserasyon) veya sokslet
ekstraksiyon yontemleri geleneksel yontemlerdir.

Fenolik bilesiklerin ektraksiyonunda ilave edilebilecek diger onemli bir asama da
secimli ektraksiyondur. Sec¢imli ekstraksiyon fenolik bilesiklerin alikonabilecekleri aktif
gruplar igeren kat1 faz kartuslari kullanilarak yapilabilecegi gibi fenolik bilesikleri farkli

bir faza kuvvetli sekilde c¢ekebilecek ¢coziicii sistemleri ile de yapilabilmektedir. Fenolik
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bilesiklerin bitki matrisinden ekstraksiyonunda en yaygin olarak etil asetat ve dietil eter
kullanilir (Kader vd., 1996; Endale vd., 2005; Kim vd., 2006). Dietil eter ve etil asetatin
ekstraksiyonu da bilesiklerin tiirtine gore degismektedir. Bu organik coziiciilerin ardigik
olarak birlikte kullanim1 sayesinde fenolik asitler ve flavonoidlerin birlikte ekstraksiyonu
mimkiindiir. Stvi-siv1 ekstraksiyon tekniginin avantaji; daha az enerji tiiketimi ve genis
kapasitesidir. Fakat etil asetat, propil asetat, kloroform ve diklorometan gibi fazla
miktarlarda organik ¢oziiciinilin ekstraksiyonda kullanilmasi, son {iriinde belirlenemeyecek
eser miktarlarda ¢oziiciinlin kalmasina ve gida sagliginda tehditlere yol acar.

Bitkilerden elde edilen fenolik ekstraktlar ¢oziicli sistemde ¢ozilinebilen farkli fenolik
bilesiklerin bir karisimidir. Bu nedenle istenmeyen fenoliklerin, vaks, yaglar ve terpenler
gibi fenolik olmayan gruplarin uzaklastirilmast i¢in ekstraksiyonda ilave asamalar
gereklidir (Naczk ve Shahidi, 2004). Pek ¢ok fenolik bilesik dogal olarak glikozitleri veya
esterleri seklinde bulunduklarindan numune hazirlama kisminda alkali, asidik veya

enzimatik hidroliz islemi serbest fenoliklerin izole edilebilmesi i¢in gereklidir.

1.8.2. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Sivi-sivi  ekstraksiyonunda olusan tehditleri azaltmak amaciyla son yillarda
yesil/temiz ekstraksiyon (green extraction) tekniklerinin kullanimi artmistir. Bu
tekniklerden biri olan siiperkritik akigkan yontemi hem organik ¢oziicli olmaksizin
yapildig1 hem de ytiksek basing kullanarak ekstraksiyon siiresini kisalttig1 icin tercih edilen
yontemlerin basinda gelir.

Baron Charles Cagniard de la Tour 170 yil once kritik sicakligin tizerinde bir
maddenin akigkan olarak bulundugunu deneylerle gostermistir (Clifford, 1999). Son 20
yilda siiperkritik akigskan teknolojisinin uygulamalar1 ekstraksiyon ve kromatografi
alanlarinda olmustur (Sun, 2002). Ayrica bir¢ok bilimsel arastirmada bilesiklerin dogal
kaynaklardan izolasyonunda siiperkritik kosullardan yararlanilmistir.  Geleneksel
ekstraksiyon tekniklerine gore daha fazla avantaji olan siiperkritik akigkan ekstraksiyonu
ayarlanabilen akig giicii ile dogru orantili olarak daha kolay bir yontemdir. Ekstreden
¢Oziiclinlin uzaklastirilmast gibi olduk¢a uzun ve yorucu problemler de ortadan kalkmis

olur (Reverchon, 2006).
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1.8.2.1. Siiperkritik Akiskanlarin Tanim

Bir maddenin, basing-sicaklik faz diyagraminda gaz-sivi denge egrisi lizerinde ileriye
dogru hareket edilecek olursa, sicaklik ve basinci artar. Isil genlesmeler nedeniyle, sivinin
yogunlugu azalirken basincin artmasindan dolay1 gazin yogunlugu artmaya baslar. Giderek
iki fazin yogunluklar1 birbirine yaklasir, gaz ve sivi arasindaki fark kaybolur ve egri bir
kritik noktaya gelir. Bu noktada madde artik “akiskan” olarak adlandirilir. Kritik sicaklik
artan basingla gazin siviya doniistiigii en yiiksek sicaklik, kritik basing ise sivinin
sicakliginin arttirilmasiyla sivinin gaza doniistiigii en yiiksek basingtir. Maddenin sicakligi
kritik sicakliginin (Ty), basinci ise kritik basincinin (Py) tizerine ¢ikildiginda kati, sivi ve
gaz fazlarindan daha farkli, yeni bir bolge ortaya c¢ikar ve bu bolgedeki akiskan
“stiperkritik akigkan” olarak tanimlanir. Siiperkritik akiskanlarin kullanilmasiyla degerli
bilesenlerin ekstraksiyonu veya maddelerin uzaklastirnlmasina siiperkritik akiskan
ekstraksiyonu (SFE) denir (Taylor, 1996; Arai, 2002; Calimli, 2003). Siiperkritik akigkan
farkli gaz tiirlerinden elde edilebilir. Bu gazlar ve stiperkritik akiskan 6zellikleri Tablo
1.7.’de CO2’in basing-Sicaklik diyagrami ise Sekil 1.9°da goriilmektedir.

Tablo 1.7. Siiperkritik akiskan 6zellik gosteren maddeler

Coziicii Te(K) | Pc(MPa) | py(kg/m®)
Etilen 282,5 5,0 220
Karbondioksit 304,1 7,4 470
Etan 305,4 4,9 200
Propan 369,9 4,3 220
Amonyak 405,4 11,3 240
n-pentan 469,6 3,4 240
Metanol 512,7 8,1 270
Toluen 591,8 41 290
Su 647,7 22,1 320
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Siiperkritik
akaskan

Kati

Basimg

Gaz

/ \ -
Uglii nokta

Sicakhk

Tk
Sekil 1.9. CO; i¢in basing-sicaklik diyagrami

Akiskanin yogunluk, diflizyon, dielektrik sabiti ve viskozite gibi fizikokimyasal
ozellikleri faz smirlari1 gegmeden sicaklik ve basingtaki degisimlerle rahatlikla kontrol
edilebilir (Sihvonen, 1999; Noon, 2007). Kritik nokta yakinlarinda sicaklik veya basingtaki
kiigiik degisiklikler yogunlugu, buna bagli olarak da akiskanin ¢ozme giiciiniin biiyiik
oranda degistirilebilmesi ile daha etkin ¢ozlintirliik saglamaktadir.

Sivi ve gaz fazlan arasindaki ayrimin kritik noktaya ulasildiginda ortadan kalkmasi
Sekil 1.10’da verilmistir. Sivi-gaz sistemindeki ayrim Sekil 1.10-a’da agikga ayirt
edilebilirken sistemin sicaklik ve basincinin arttirilmasiyla daha az fark edilir (b). Bu
durum iki fazin yogunluklart arasindaki farkin azalmasindan kaynaklanir. Siiperkritik
akigkan olustugunda ayrim tamamen ortadan kalkar ve sistem homojen hal alir (c) (Oakes,

2001).

Sekil 1.10. iki faz bdlgesindeki CO,’in artan basing ve sicaklikla siiperkritik hale gegisi
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Stiperkritik akigkanin fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 1.8.’de verilmistir (Brunner,
2005).

Tablo 1.8. Yogunluk, viskozite ve diflizyon degerlerinin degisimi

Ozellik Sv1 Siiperkritik Akiskan Gaz
Yogunluk (g/cm?) 0,6-1,6 0,2-0,5 (0,6-2,0x10°®
Viskozite (g/cms) (0,2-3,0)x10 (1,0-3,0)x10™* (0,6-2,0)x10™
Difiizyon (cm?/s) (0,2-2,0)x10°® 0,7x10° 0,1-0,4

Stiperkritik akiskan yogunluk bakimindan sivilara, vizkozite ve difiizyon o6zellikleri
bakimindan da gazlara benzer (Mukhopadhyay, 2000). Yogunlugun artmasi ile siiperkritik
akiskanlarin ¢ézme giicii artmakta ve gazlara gore daha fazla madde ¢ozebilmektedir.
Stiperkritik akigkanlarin difiizyonunun artmasi ve viskozitenin azalmasi gibi 6zellikleri
sayesinde kat1 yapidaki gézeneklerde gazlar gibi kolayca diflize olmakta ve ¢ozme giicleri
artmaktadir (Sanal, 2004). Ayrica akiskanin sahip oldugu diisiik viskozite pompalama
sirasinda daha az enerji gerektirirken kisa siire iginde gergeklesen ekstraksiyonda
¢Oziinenin geri kazanimi da ¢ok yiiksektir.

Karbondioksitin kritik sicakliginin (Tx=304,1 K) ve kritik basincinin (Px=7,4 MPa)
diisiik olmasi, yanict ve zehirli olmamasi, diger organik ¢oziiciilere gore cevreye zarar
vermemesi Ozelliklerinden dolay: bu tiir ¢alismalarda tercih edilen bir ¢oziiciidiir. Ayrica
karbondioksitin ekstraksiyon sonunda sistemden kolaylikla ayrilmasi ve geride atik
birakmamasi da onemli bir kolayliktir (Calimli, 2003). Karbondioksit geleneksel organik
coziiciilerle kiyaslandiginda yiizey gerilimi oldukga diisiik, yayinirligi biiyiik ve viskozitesi
disiiktiir. Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu icin gerekli ticari CO;, giibre endiistrisi ve
fermantasyon proseslerinden yan iirlin olarak temin edilir. Bu yiizden ¢oziiclii olarak
kullanim1 atmosferde bulunan CO; miktarinda higbir artisa neden olmadigindan siiperkritik
¢oziicii olarak kullanimi fazladan bir “sera gazi etkisi” yaratmaz (Mukhopadhyay, 2000).

COy’ in ¢dzme giiciinii etkileyen diger bir parametre de polaritesidir. CO;, zayif
polaritedeki ¢oziiciilere benzemektedir ve bu nedenle apolar ¢oziicliler grubunda yer alir.
Ancak molekiiler yapis1 nedeniyle alkol, ester, aldehit gibi organik polar maddeleri siirh
oranda ¢ozebilmektedir. CO,’ in diislik dielektrik sabitinin neden oldugu zayif polariteyi

arttirmak i¢in polaritesi yiiksek maddeler eklenebilir. Bu tiir maddeler yardimci ¢6ziicii
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(modifiyer) olarak adlandirilir (Sanal, 2004). Genellikle bilesenlerin CO, ile ekstre
edilebilirligi bilesikte bulunan fonksiyonel gruplarin varligina, molekiil agirliklarina ve
polaritelerine baghdir (Mukhopadhyay, 2000). Coziinenin uguculugu ne kadar yiiksek

olursa o kadar kolay ayrilir ve molekiil kiitlesi arttikca ¢oziiniirliik azalir (Ozkal, 2004).

1.8.2.2. Siiperkritik Akiskanlarin Uygulama Alanlari

Stiperkritik akiskan siiregleri, bilimsel ve teknolojik agidan hizla gelisen bir alan
haline gelmistir (McHugh ve Krukonis, 1986). Son yillarda, Almanya basta olmak iizere
ABD ve Japonya’da bu konuyla ilgili ¢aligmalar yogun bir sekilde yiiriitiilmektedir.
Coziiniirligiiniin ayarlanabilir olmasindan dolayi, siiperkritik akiskanlar (basta stiperkritik
karbondioksit olmak iizere) ayirma ve saflastirma, kromatografi, polimerizasyon ve
fraksiyonlama, tanecik tasarimi, biyoteknoloji, yaglarin modifikasyonu, sularin aritilmasi
gibi cok degisik uygulamalarda genis bir kullanim alanina sahiptir. Ozellikle, dogal
tirtinlerin stiperkritik akigkan kullanilarak ekstrakte edilmesine, fraksiyonlanmasina veya
saflastirilmasina dayali olarak son 20 yil icerisinde gergeklestirilmis arastirmalardan ve
siire¢ gelistirme calismalarindan elde edilen iimit verici sonuglar aragtirmacilar1 ekstraktif
olmayan uygulama alanlarinda da yogun arastirmalara yoneltmistir (Dinger vd., 1998).
Stiperkritik akiskan uygulamalar1 endiistride daha ¢ok dogal maddelerin ekstraksiyonu,
kahveden kafeinin giderilmesi, bitki tohumlarindan yag ekstraksiyonu, komiir ve petrolden
kimyasal maddelerin ekstraksiyonu gibi siireglere yogunlasmistir (Sunol ve Beyer, 1990;
Aktas ve Olcay, 1996; Lepilleur vd., 1997; Cansel vd., 2003).

SFE sisteminin sematik gosterimi Sekil 1.11.’de verilmistir.
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SFE AKIS DIYAGRAMI
Akis Avar Vanasi
F
CO2
Numune U U SPE Kartug
~ ]
Ekstrakt Toplama Kab1
O
I
_— -] -
CO2 Pompast I
Coziicii Pompast

Sekil 1.11. SFE akis diyagrami1 (URL-6, 2014).

Yukarida anlatilan Ozelliklerinden dolayr endiistriyel uygulamalarda kullanima

yonelik 6nemli ¢calismalar mevcuttur (Huang vd., 2007; Kim vd., 2007; Park vd., 2007).

1.9. Cay Fenoliklerinin Analizinde Kullanilan Yontemler

Kromatografi bir karisimda diger yontemlerle ayrilmalari zor olan benzer 6zellikli
bilesenlerin ayrilmasi, tanimlanmasi veya nicel dlglimlerinin yapilmasina olanak saglayan
yontemler toplulugudur. Tiim kromatografik ayirmalarda numune bir gaz, sivi ya da
stiperkritik akigkan olabilen hareketli bir fazda ¢oziiliir. Ardindan bu hareketli faz uygun
bir sabit faz boyunca gegirilir. Bu iki faz dyle se¢ilir ki numunenin bilesenleri hareketli faz
ve sabit faz arasinda kendiliklerinden farkli derecelerde dagilirlar. Sabit faz tarafindan
giiclii bir sekilde tutulan bilesikler hareketli fazin akisiyla yavasca hareket ederken sabit
faz tarafindan zayifca tutulan bilesikler hizlica hareket ederler. Hareketlilikteki bu
farkliliklarin bir sonucu olarak numunenin bilesenleri birbirinden ayrilarak kalitatif
ve/veya kantitatif olarak analiz edilebilir (Skoog vd., 1998). Kromatografi hareketli fazin
ozelliklerine, hareketli fazla sabit fazin temas sekline veya bilesenlerin birbirinden ayrilma

mekanizmasina gore siniflandirilir.



37

Bitkilerin ugucu bilesenleri genellikle gaz kromatografisiyle analizlenirken daha
biiyilk molekiiler yapili fenolik bilesikler genellikle sivi kromatografisiyle (HPLC)
analizlenir. Cay ekstraksiyonu iirlinleri genellikle suda ¢6ziinen orta polar karakterli
bilesikler smifinda oldugu icin analizleri genellikle yiiksek performanshi sivi

kromatografisi (HPLC) ile gerceklestirilir.

1.9.1. Yiiksek-Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek-performansli sivi kromatografisi (HPLC) 6zellikle biyolojik, farmakolojik,
besinsel, ¢evresel ve endistriyel v.b. numunelerde organik ve anorganik bilesiklerin
ayrilma ve belirlenmesi i¢in uygulanan analitik bir tekniktir. Numunelerdeki bilesikler sivi
hareketli faz ve sabit faz arasinda dagilim davranislarindaki farkliliklardan dolay1 kolon
boyunca farkli hizlarda gocerler.

HPLC cihazlar1 bir hareketli faz deposu, bir pompa, bir enjektdr, bir ayirma kolonu
(secimli 6n-kolon), bir kolon 1siticisi, bir dedektor ve bir integratdr veya bilgisayarl dijital

sinyal alicis1 igerirler. HPLC cihazinin genel bir goriintiisii Sekil 1.12°de verilmistir.

COZUCU Verme Sistemi Kolon doldurma sistemi

rezervuarlar akis ayinci omek injeksiyon

noktasi
Coziicii 1 Coziicii 2 \
vakum
| | pompasi

gaz giderici 1 | | gaz giderici 2
gaz gidericiler Y

yiksek basing
kangtirma PO Salvest

kabi I\ injeksiyonu |

»

4 basing
\L/gostergesi

analitik
kolon

Dedektor

atik

Sekil 1.12. HPLC cihazinin genel goriintiisii (URL-7, 2014).
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Ultraviyole dedeksiyonuyla birlikte RP-LC (ters faz-sivi kromatografisi) bitki
ekstraktlarinin fenolik bilesimleri icin segilen bir yontemdir. Fenollerin ayrilmasi
genellikle metanol (MeOH) veya asetonitril (CH3CN, ACN) ve modifiye edici olarak az
miktarda asit igeren su hareketli fazlariyla ¢calisan C18 kolonlarinda gergeklestirilir. Mobil
fazda fenolik asitlerin protonlagmalarini onlemek i¢in formik asit (HCOOH), asetik asit
(AcOH), trifloroasetik asit (TFA) ve fosforik asit (H3PO,) gibi asitler modifiye edici olarak
kullanilirlar ve boylece pik sekli ve ¢oziiniirliiglin iyilestirilmesi saglanir (Wu vd., 2004).

On-line UV spektrum bilesiklerin tanimlanmasin1 kolaylastirirken, diyot serili
dedektorler (DAD) segicilik ve duyarlili§i optimize etmek i¢in farkli dalga boylarinin es
zamanli olarak goriintiilenmesi i¢in  kullanilirlar. RP-LC-DAD (ters faz-sivi
kromatografisi-diyot serili dedektor), pek ¢ok fenolik bilesik igin giiglii bir analiz yontemi
olarak gosterilmistir. Fakat yinede UV dedeksiyonu belli uygulamalar i¢in yeterince
duyarli ve spesifik degildir.

Cay fenoliklerinin HPLC ile analizleri konusunda yiizlerce ¢alisma mevcuttur. Cay

kokenli flavonoidlerin analizinde yegane teknik olarak tanimlanabilir.

1.9.2. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kromatografisi, bir kati—siv1 adsorpsiyon kromatografisidir. Bu yontemde
sabit faz, ¢esitli materyallerden yapilmis cam plakalar iistiine (cam, aliiminyum, polimer)
ince bir tabaka halinde kaplanmis kati1 adsorban maddedir. Adsorban madde olarak kolon
kromatografisinde de kullanilan tiim sabit fazlar (poliamid, aliimina, silika jel, seliiloz vb.)
kullanilabilir.

Maddelerin kolay, hizli ve kesin taranmasi ve ucuz olmasi sebebiyle geleneksel TLC,
gida, cevre, ilag, bitki ve metabolizma gibi pek ¢ok alanda yaygin olarak kullanilan bir
tarama teknigidir. Ancak geleneksel yontem ¢ogunlukla sinirli analiz giicline sahip ve
cogunlukla nitel analiz i¢in kullamlir. Yiiksek Performansli ince Tabaka Kromatografisi
(HP-TLC), geleneksel TLC’ yi model alarak gelistirilmis ve nicel analiz yapabilen modern
bir analitik cihaz halini almistir. Giiniimiizde plaka ve cihaz alaninda meydana gelen
teknolojik gelismeler, sistemin ayirim saglamadaki performansini arttirmis ve 1980 sonrasi
densitometre {initesinin sisteme kazandirilmasiyla oldukca yiiksek hassasiyette, kesin ve
hizli miktar analizi yapabilen bir teknik olarak, son zamanlarda analitik uygulamalarda

yerini almistir. Oldukga basit olan bu kromatografi tekniginin standardize edilmesi ile
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kullanim alanlar1 daha da artmistir. Ozellikle bitkisel arastirmalarda, ¢evre analizlerinde,
gida giivenliginde, klinik uygulamalarda, metobilizma c¢alismalarinda, farmasotik
uygulamalarda kullanilmaktadir.

Teknigin uygulandig1 ve yar1 otomatize olan bu sistem, tek bir yazilim ile bilgisayar
tarafindan kontrol edilen ve farkli islevlere sahip cihazlardan olusur. Bu cihazlardan ilki
plakaya en az 36, en ¢ok 72 numune tatbik edebilen, robotik bir siringa sistemine sahip
ornekleyicidir. Uygun sekilde yerlestirilen vialler i¢indeki numunelerin, belirlenen
miktarda ve bilgisayar kontrolii ile plakaya x-y diizleminde, uygun mesafelerde azot gazi
altinda bant veya nokta seklinde uygulanmasini saglar. Ornekler bu yolla plaka yiizeyine
uygulandiktan sonra plaka yiiriitme tankina ayirim isleminin gerceklesmesi i¢in birakilir.
Daha sonra plaka, ayirim1 gerceklesen lekelerin densitometrik olarak degerlendirilmesi i¢in
liclincli cithaz olan tarayici {nitesine (TLC Scanner3) uygun sekilde yerlestirilir.
Densitometri, plaka {izerindeki her bir lekeye gonderilen 15181n siddetinden, yansiyan 15181n
siddeti ¢ikartilarak elde edilen spektrumdan bilesenin derisimine, iliskin bilgi saglar.

HP-TLC ile cay ekstraktlarinin analizi konusunda smirli sayida c¢alisma rapor
edilmistir. Bunlardan en 6nemlisi Wang vd., (2009) tarafindan katesinlerin analizi igin

yapilan optimizasyon yontemidir.

1.9.3. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi bilesenlerin birbirinden ayrilmasinda ve saflastirilmasinda
uygulanan bir yontemdir. Bu kromatografide sabit faz olarak poliamid, silikajel, seliiloz,
aliimina, zeolit, kalsiyumkarbonat v.b. gibi aktif yiizeyli maddeler, hareketli faz olarak da
organik ¢oziiciiler kullanilir.

Caydan ekstre edilen fenolik bilesikler 6zellikle de katesinlerin saflastirilmasi ile
ilgili onemli ¢aligmalar literatiirde mevcuttur (Amarowicz vd., 2003; Lai vd., 2008; Ye vd.,
2011). Ozellikle poliamid sabit fazlar iizerinden etanol-su karisimlarmin farkli oranlari

kullanilarak katesinlerin izolasyonu iizerine patentli bir yontem mevcuttur ( Bailey, 1999).
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1.10. Cahsmanin Amaci ve Literatiir Ozeti

Caydan i¢imlik iriinler disinda katma degeri olan kimyasallarda elde edilmekte ve
diinya piyasalarinda bu kimyasallara artan bir talep vardir. Katesin ve kafein gibi ¢ay
ekstraktlar1 ozellikle yiyecek-icecek endiistrisinde katki maddesi olarak bircok alanda
genis kullanima sahiptir. Caydan fenoliklerin izolasyonlar1 ve ¢esitli yapi1 aydinlatma
yontemleriyle analizleri tizerine pek ¢ok caligsma literatiire kazandirilmistir. Bu ¢alismalar
bitkinin biyolojik aktiviteye sahip ikincil bilesenlerinin tayin edilmesi amaciyla yapildigi
gibi kemosistematik agidan bitkinin incelenmesi i¢in de O6nem arz etmektedir. Bugiine
kadar yapilmis calismalarin ¢ogu Cin ve Hindistan tiirleriyle ilgilidir. Tiirk ¢ayi ile ilgili
sadece birkag calisma mevcuttur. Bu calismalarin ¢ogu; cesitli kalitede siyah ¢ay tiirlerinin
antioksidan aktivite, toplam fenol icerigi, vitaminler, mineraller, elementel icerikleri,
teaflavin ve teanin igeriklerini konu almaktadir. Tiirkiye cay liretiminde diinyada besinci
siradadir ve 2013 yili rakamlarina gore 1,5 milyon ton cay iiretilmistir. Uretilen cayin
biiylik bir kismi geleneksel igecek olan siyah cay icin kullanilmakta olup yalnizca c¢ok
kiiciik bir kismi yesil ¢ay olarak tiretilmektedir. Bolgede iiretilen ¢aylarin katesin ve kafein
igerikleri ile bunlarin etkin ekstraksiyonu i¢in uzun vadeli izleme ve analizlerine dair
bilimsel veriler mevcut degildir.

Bu tez calismast SAN-TEZ projeleri kapsaminda Dogu Karadeniz Bdlgesinde
yetistirilen caylardan Onemli kimyasallarin izolasyonuna odaklanmistir. SAN-TEZ
projelerinin temel unsuru bolge ekonomisine katkida bulunabilecek bilimsel ¢aligmalari
desteklemektir. Bu amagla %751 Sanayi Bakanligi %251 ise yararlanici firma tarafindan
olusturulan biitce dogrultusunda ekonomiye katki saglayacak yontem veya iiretme
sistemleri olusturulur. Bu projeler yeni yontemlerin gelistirilmesine yonelik olabildigi gibi
mevcut durumun belirlenmesi ve yeni stratejilerin olusturulmasina yonelik de olabilir. Bu
hedeften yola cikarak bolgedeki 6zel ¢ay fabrikalarmin destegi ile 2011-2014 yillar
arasinda “Yesil Caydan Katesinlerle Diger Uriinlerin Makro Boyutta Izolasyonu” baslikli
00932.STZ.2011-1 proje hayata gecirilmistir. Bu dogrultuda 2012-2014 yillar1 arasinda {i¢
toplama sezonunda yapilan orneklemeler ile hem toplama sezonlari hem de birbirini
izleyen ii¢ yillik siirecteki icerik degisimlerinin belirlenmesi hedeflenmektedir. Igerik
tespitlerinin beraberinde kafein ve katesin izolasyonu i¢in etkili, kolay uygulanabilir ve

ekonomik bir ekstraksiyon/izolasyon teknigini de olusturmaktir.
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Oncelikli olarak literatiirde mevcut olan ve optimize edilmis metodlar kullanilarak
Tiirk yas cay ve c¢ay atiklarindan kafein ve katesinin izolasyon sartlari belirlenecektir.
Toksik organik ¢oziicii kullanilmaksizin siiperkritik akiskan ekstraksiyon ile ardisik olarak
kafein ve Kkatesinlerin ekstraksiyonu igin yeni bir yontem gelistirilerek geleneksel
yontemlerle karsilastirilmast amaglanmustir.

Bu calisma sonucu elde edilen yontemle yas cay ve ¢ay atiklarindan kafein ve katesin
karisimlarmin  ayrimin1 ve bu ekstraktlarin kantitatif analizlerini de igerir. Tim
calismalarda yas cay, islenmis siyah ¢ay atig1 ve iiretim sirasinda agiga ¢ikan diger bir atik
olan kafein tozu orneklerinin kafein ve katesin igeriklerinin belirlenmesi ana hedeftir.
Ulkemizde yas cay ii¢ siirimde toplandigindan tiim orneklemeler ayni siiriimlerde
yapilmalidir. Yas cay ornekleri toplandiktan sonra ii¢ farkli sekilde isleme tabi tutularak
izolasyon calismalar1 yapilacaktir. Bu amagla yas cay Ornekleri yas (taze, YCY),
dondurulmus (YCD), ve kurutulmus (YCK) olarak ekstraksiyona tabi tutulacaktir. Boylece
ornegin dogasindan kaynaklanan degisimlerin etkin olup olmadigina dair veriler de elde
edilebilir. Ekstraksiyon verimlerinden ziyade ornekten alinabilen katesinlerin miktarlar
ayirmanin etkinligini daha net gosterir. Bu nedenle yillar arasi, siiriimler arasi ve 6rnek
tipine bagli degisimleri degerlendirmek amaciyla kromatografik analizler yapilarak
degerlendirme yapilacaktir.

Biitiin bu yonleriyle degerlendirildiginde Tirkiye’de yapilan ilk ¢aligma olacaktir.
Amaci ve caligma hedefleri yukarida agiklanan tez kapsaminda kullanilan ekstraksiyon
yontemlerinin temel alindig1 literatiir verileri agagida 6zetlenmistir. Literatiir 6zeti oncelikli
olarak coziicli ekstraksiyon tekniklerini daha sonra siiperkritik ekstraksiyon tekniklerini ve
son olarak da kromatografik analiz ve izolasyon ¢alismalarin1 vermektedir.

Vuong vd., (2010) caydan katesinlerin ekstraksiyonu ve izolasyonu i¢in kullanilan
yontemleri iceren dnemli bir derleme yaymlamislardir. Literatiirde mevcut ekstraksiyon
yontemlerinin detaylariyla tartisildigi bu derlemede su ekstraksiyonu, organik ¢6ziicii
ekstraksiyonu, mikrodalga ekstraksiyonu ve siiperkritik akigkan ekstraksiyonu gibi
yontemlerin yani sira kolon kromatografisi, kati-faz ekstraksiyonu, recine adsorbsiyonu,
membran ayirmasi gibi olduk¢a yeni yontemler de aciklanmistir.

Bronner ve Beecher (1998) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada katesinleri, siyah
poset cay1 237 mL kaynayan suya 3 dakika siireyle daldirarak, 0,25 gram Yasemin ve yesil
cay yapraklar ise 80 mL kaynayan suda 3 dakika karigtirarak ve 17 dakika karigtirmadan
bekletilerek ekstre edilmistir. HPLC kolonu C18 ters faz olarak secilmis olup, dedektor
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olarak DAD kullanmistir. Siyah ¢ayda katesin derisiminin EGCG>ECG>EGC>EC, yesil
cayda EGCG>ECG>EGC>EC ve Yasemin caymmda EGCG>EGC>ECG>EC degistigi
belirtilmektedir.

Dong vd., (2011) 10 g yesil gay tizerine 300 mL saf su ilave edereck 80 °C de 40
dakika boyunca demlemislerdir. Ekstrakt 110 mm silizge¢ kagidindan siizlip iistte kalan
¢ozeltiyi 200 mL etil asetatla liger kez ekstrakte etmislerdir. Organik faz ayrilarak 200 mL
sitrik asit ¢ozeltisiyle (derisimi 10 mg/L) ti¢ kez ekstre etmislerdir. Etil asetat faz1 evapore
edilip katesin miktart HPLC ile kantitatif olarak belirlenmistir.

Vovk vd., (2005) yaptig1 bir ¢aligmada ise 10 g yesil ¢cay 150 mL kaynayan suda
bekletildikten sonra filtreden gegirilmis ve 100 mL su fazi 40 mL kloroform ile ayirma
hunisinde klorofilin uzaklasmasi i¢in ekstraksiyona tabi tutulmustur. Su fazi 2 kez 50 mL
etil asetatla ekstrakte edilmis ve etil asetat fazlar1 birlestirilerek susuz sodyum siilfatla
kurutulmustur. Seliilozla kaplanmis 20x20 cm TLC ve 10x20 cm HP-TLC plakalar1 ayirma
icin kullanilmistir. Organik modifiyer olarak aseton, asetik asit, tetrahidrofuran, asetonitril,
etil asetat, metanol, etanol, 1-propanol, ve 1-biitanol kullanilmistir. Plakalar 2 dakika
boyunca 1lik hava ile kurutulmus ve 1 s siireyle vanilin-H3PO,’e daldirilmistir. Farkl
renkli bantlar, ayrilmis olan farkl bilesenleri temsil etmektedir. Seliiloz absorbanin optikge
aktifligi katesinlerin ayrilmasi i¢in ¢ok onemlidir.

Row ve Jin, (2006) organik ¢oziicli ekstraksiyonunu Kore ¢aymda kullanmiglardir. 3
g yesil cay yapragmi 60 mL saf su ile 50, 80, 100 derecelerde 4 saat, 40 dakika ve 15
dakika 300 rpm’de karistirilmasiyla ekstraksiyonlar1 saglanmistir. Sonra siizge¢ kagidindan
stiziilerek, cay kalintis1 ayrilmis ve sulu faz su/kloroform (1:1 v/v) ile ekstre edilerek kafein
kloroform fazina tasinmistir. Su fazlar1 su/etil asetat (1:1 v/v) ile yeniden ekstre edilerek
katesin bilesikleri etil asetat fazina taginmistir. MgSO, kullanilarak etil asetat fazi
kurutulduktan sonra evapore edilmistir. HPLC ile kantitatif analiz sonucu en yiiksek verim
80°C’de 40 dakikada yapilan ekstraksiyonla elde edilmistir. Analizde bir C18 HPLC
kolonu kullanilarak (3,9x300mm,Waters Co., USA) izokratik ayirmada hareketli faz olarak
%0,1 asetik asit su/asetonitril/etil asetat kullanilmistir. Akis hiz1 1 mL/dk, dedektor olarak
280 nm’de ol¢iim yapilan UV kullanilmistir. Bu ¢alisma, elde edilen katesin ekstraktinin
bilesimini belirleme lizerinde yogunlagmistir.

Bazinet vd., (2007) 10 g yesil ¢ay baslangigcta 300 mL saf suda demlemislerdir.
Demlemenin ilk basamagi termostatli banyoda 50 °C’de 10 dakika boyunca yapilmistir.
Daha sonra cay yapraklari ortamdan alinip yeni bir demleme i¢in 80 °C’de 10 dakika daha



43

demlemeye maruz birakilmistir ve su fazlar1 birlestirilmistir. iki basamakli ekstraksiyon
prosediirii li¢ defa tekrarlanmistir. Siiziilen sulu ekstrakt kafeini uzaklastirmak i¢in once
kloroform ile daha sonrada katesinleri ayirmak igin etil asetatla ekstre edilmistir. Icerik
analizleri HPLC ile yapilmustir.

Samsun Ondokuz Mayis Universitesi’'nde Karadeniz ve Koca (2009) tarafindan
yapilan ¢alismada ekstraksiyon i¢in bir sivi-sivi ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. 1 g
siyah ¢ay ornegi 5 dakika 100 mL kaynayan saf suda bekletilmis (sicak su ekstraksiyonu)
ve daha sonra HPLC ile analizleri yapilmistir. Kolon 4.6mmx250mm Luna 5u C18 olarak
secilmigtir. Hareketli faz olarak %0,1 asetik asit iceren %30’luk metanol 1 mL/dk akis
hiziyla kullanilmig ve 270 nm’de Olglim yapilan UV dedektérii  kullanilmistir.
Kromatografik pikler saf standartlarin alilkonma zamanlaniyla ve alanlariyla
karsilastirilarak katesinler kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmiglerdir. Calisma siyah
cayda toplam fenolik bilesen miktar1 ve antioksidan madde miktarinin belirlenmesi
amaciyla yapilmistir.

Bir bagka calismada Wang vd., (2009) yesil ¢ay, siyah ¢ay, oolong ¢ay1 ve pu-erh
cay1 orneklerinin 10’ar gramlik kisimlarini alarak 150 mL kaynayan suda bekleterek ekstre
etmislerdir. Filtrasyondan sonra 100 mL’lik su faz1 200 mL’lik etil asetatla ekstre edilmig
organik faz susuz sodyum siilfatla kurutulduktan sonra evapore edilmistir. Bu ¢alismada
katesin belirleme yontemi olarak HP-TLC tercih edilmis adsorban olarak poliamid ile
kaplanmis 10cmx10cm TLC plakalart kullanilmistir. Katesin tiirlerinin (EC, C, EGC,
ECG, EGCQ) ayrim1 en iyi n-biitanol-aseton-su 5:5:3 (v/v) hareketli fazi ile elde edilmistir.

Goodarznia ve Govar (2009) yesil ¢cay yapraklarinin “superheated water extraction”
ile ekstraksiyonunu ve modellendirilmesini ¢alismiglardir. (3)(106 Pa) basingta, 200 °C ve
2,5 dk’da en yiiksek katesin verimini elde etmislerdir.

Huang vd., (2007) ¢esitli basinglarda ve sicakliklarda ¢ay miktarin1 da degistirerek
ortama farkli modifiyerler ekleyerek yapraktan uzaklastirilan kafein ve yaprakta kalan
katesin miktarina yonelik stliperkritik akiskan ekstraksiyon metodu olusturmuslardir. 8 g
cay Ornegi kullanarak 640 g CO2’e, 6 g suyu modifiyer olarak ilave edip %73.9 kafeini ve
katesinlerin %66.8’ini ortamdan uzaklastirmiglardir.

Kim vd., (2007) Kore yesil ¢cayindan siiperkritik akigkan ekstraksiyon yontemiyle 40
MPa basingta, 323 K sicaklikta ve %20,8 suyu modifiyer olarak kullandiklar1 bir sistemde
kg cay basina 28,08 kg CO, gegirerek kafeinin %66’sin1 uzaklagtirmiglardir.
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Park vd., (2007) siiperkritik akiskan sisteminde modifiyer kullanarak 300 bar
basingta, 70 °C’de 2 saat boyunca %95 etanol ile kullanilan yesil c¢aydaki kafeinin
baslangig igerigini %2,6’sina kadar azaltmis ancak bu esnada %37,8 EGCG de ortamdan
uzaklastirmislardir .

Stiperkritik akigskan ekstraksiyon yontemiyle yesil ¢caydan kafeini ayirmak i¢in Sun
vd., (2010) bir yontem Onermistir. 10 g yesil ¢ay 15 mL etanolii modifiyer (ortamin
polaritesini artirmak i¢in kullanilan yardimci ¢ozelti) olarak kullanan sistemde 80 °C’de, 2
saat boyunca, 1,5 L/dk CO,’1, 300 bar basing altinda gegirerek ekstraksiyon yapmislardir.

Icen ve Giirii (2010) cay atiklarindan ve ¢ay tozundan kafeinin izolasyonu igin
stiperkritik akigkan sisteminde etanoliin modifiyer olarak etkisini incelemislerdir. 5,23 g
etanol/100g CO; 3 saat boyunca 250 bar basing altinda dakikada 10 g CO; gegirerek
ekstraksiyon yapmislardir. Ortamdan %70,2 kafeini ve %6,2 katesini uzaklastirmislardir.

Park vd., (2011) cay yapraklarindan kafeinin uzaklastirilmasi ve klorofil ve kafeinin
ekstraksiyon davraniglarina yonelik stiperkritik akiskan ekstraksiyon sistemini kullanarak
63 °C’de 23 MPa basingta modifiyer olarak %95’lik etanoli 3 g/100 g CO; hiziyla
kullanarak 2 saat boyunca ekstraksiyon yapmislardir. Kafeinin %96,6’si1, katesinlerin
%40,61’ini ve toplam klorofil miktarinin %43,09 unu izole etmislerdir.

Amarowicz vd., (2003) yesil ¢aydan katesinlerin izolasyonlari i¢in silika jel kolon ve
¢oziicli sistemi olarak (kloroform:metanol:su 65:35:10) kullanarak ikinci fraksiyonda EC,
ticiincii fraksiyonda EC ve EGC, dérdiincii fraksiyonda yalnizca EGC, besinci fraksiyonda
EGC,ECG ve EGCG ve son olarak altinc1 fraksiyonda da EGCG’1 izole etmislerdir. Ikinci,
ticlincii ve dordiincii fraksiyonlardaki EC ve EGC’i preparatif C18 HPLC kolonu ve
(su:dimetilformamid:metanol:asetik asit 157:40:2:1) ¢Oziicii sistemini  kullanarak
ayrrmuglardir. Besinci ve altinci fraksiyonlardan EGC, ECG ve EGCG’yi ayirmak i¢in
(su:asetonitril:metanol:asetik asit 159:36:4:1) ¢oziicii sistemini kullanmiglardir.

Lai vd., (2008) polar adsorban Amberlite XAD-7HP sabit faziyla %20-50 arasinda
degisen oranlarda etanol-su kullanarak yesil caydan katesinleri izole etmislerdir. Kolondan
hareketli faz gecirildikten sonra biriktirilip birlestirilen Ornekler, ugurulduktan sonra
toplam katesinlerin %49’ unu ve %28 EGCG’yi saf olarak izole etmislerdir.

Ye vd., (2011) poliamid kolon dolgu maddesi kullanarak yesil ¢aydan katesinlerin
izolasyonunu su ve %80’lik etanol kullanarak ger¢eklestirmislerdir. Toplam katesinlerin

670,808 mg/g’ 1 ve 1,828 mg/g kafeini iceren bir karigimi izole etmislerdir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Laboratuvar c¢alismalari boyunca kullanilan tiim kimyasal malzemeler analitik
saflikta olup kullanim amaglar1 ve markalart Tablo 2.1°de verilmistir. Calismalarda ¢ift

distile saf su, teknik ve kromatografik safliktaki ¢oziiciiler kullanilmistir.

Tablo 2.1. Kullanilan kimyasallar, kullanim amaglar1 ve markalari

Kimyasal Adi Kullanim Amaci Marka
Etil asetat Ekstraksiyon Merck
Kloroform Ekstraksiyon Merck
Sitrik Asit Ekstraksiyon Sigma Aldrich
Metanol HPLC hareketli faz1 Merck
N,N Dimetilformamid HPLC hareketli fazi Merck
Asetik asit HPLC hareketli faz1 Sigma Aldrich
MgSQO, Kurutucu Sigma Aldrich
Poliamid Kolon Dolgu Maddesi Macherey Nagel
Etil Alkol Kolon Hareketli Fazi Sigma Aldrich
CO, SFE Hareketli Fazi Habas
FeCl; TLC Renklendirme Ak-kim
Aseton TLC Hareketli Fazi Sigma Aldrich
n-Biitanol TLC Hareketli Fazi Sigma Aldrich
Poliamid Tabaka TLC Sabit Fazi Tzshsl, Taizhou,China
(-)Epigallokatesin (EGC) HPLC Standardi Sigma Aldrich
(-)Epigallokatesin gallat (EGCG) HPLC Standardi Sigma Aldrich
(-)Epikatesin (EC) HPLC Standardi Sigma Aldrich
(-)Katesin HPLC Standard: Sigma Aldrich
(-)Kafein HPLC Standardi Sigma Aldrich
Gallik Asit HPLC Standardi Sigma Aldrich
(-)Epikatesin gallat HPLC Standard1 Sigma Aldrich

2.2. Kullanilan Cihazlar

Calismalar sirasinda kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 2.2°de gosterilmistir.
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Tablo 2.2. Kullanilan cihazlarin ve malzemelerin markalari

Cihaz Adi Marka
Hassas terazi Ohaus PA 214C
Ultrasonic banyo Elma D-78224
Evaporator Heidolph
Vakum Pompasi ILMVAC
0,40 pm filtre Gelman Scienses
HPLC Hitachi Elite
HPLC kolonu Agilent C18, 150mm (4,6x5 pm)
HPLC enjektorii Hitachi L-2200
HPLC pompasi Hitachi L-2130
HPLC kolon firim Hitachi L-2300
HPLC DAD dedektor Hitachi L-2455
Vakum filtresi 0,2 milipore
HPLC LC-2010AHT, Shimadzu
HPLC kolonu VP-ODS C18, 150mm (4.6x5um)

Stiperktitik akiskan ekstraktor

Applied Seperation

Siiperkritik modifiyer pompa

Applied Seperation Series 1500

Stiperkritik basing pompasi

Atlas Copco GX-4FF

Siiperkritik Sogutucu Applied Seperation Polyscience

HP-TLC CAMAG (Muttenz, Switzerland) Linomat V
Tabaka Tarayicisi WiInCATS software (CAMAG)

Parcalayici Waring Commercial Blender

Siizge¢ Kagidi 110 mm Sartorius Stedim

2.3. Deneysel Calismalar

2.3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Analize Hazirlanmasi

Deneyler stiresince (2012-2013-2014 yillar1) kullanilan yas ¢ay ornekleri, siyah ¢ay
atiklar1 ve kafein tozlar1 Trabzon’un Siirmene ilgesinde bulunan SURCAYSAN Anonim
sirketi tarafindan saglandi. Iklim, toprak, pestisit, sicaklik, sulama gibi ikincil etkileri sabit
tutmak amaciyla biitiin 6rnekler ayni cay bahgesinden toplandi. Birinci slirim Mayis,
ikinci stiriim Haziran ve iiglincii siirim Temmuz ayinda olmak iizere 2012, 2013 ve 2014
yillarinda siirim doneminde Ornekleme yapildi. Yas c¢ay caligmalarinda treticinin gay
tiretmek i¢in toplama yaptig1 toplama sistemi uygulandi. Cay bitkisinin iist kismindan 2,5
yaprak igeren uc bolgeden drnekler alindi. Ornekleme sonrasinda temiz kuru bir torbaya

alinan Ornekler enzimatik bozunmadan kaginmak icin miimkiin oldugunca hizli bir sekilde
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laboratuvara getirildi. Bu tip érneklemelerde canlilig1 korumak icin siv1 azot tankinda veya
sogutma yapilarak ornekleri tasimak uygundur. Ancak bu ¢alisma bir SAN-TEZ projesi
kapsaminda yiiriitiildiigii ve gercek sartlarla uyumlu olmasina dikkat edildigi i¢in 6zel
koruma o6nlemleri alinmadi. Cay {ireticisinin ¢ayini toplayip islenmek iizere fabrikaya
getirmesi silireci ¢ok kisa olmadigindan kismi enzimatik bozunma her zaman mevcuttur.
Ornekleme sonras1 yas ¢ay yapraklari ii¢ farkli yolla analize hazirlanmistir.

1. Yas cay yapragindan belli kiitlede tartim alinip blenderdan gegcirildi ve hizli bir
sekilde ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Bu 6rnekler YCY olarak tanimlandi.

2. Yas cay yapragindan belirli bir kiitlede tarttim almip -20 °C’de saklandi.
Dondurarak saklamanin ekstraksiyon verimleri agisindan 6nemli olup olmadigini
test etmek amaciyla bu islem uygulandi. Dondurulmus 6rnek blenderdan gegirildi
ve hizli bir sekilde ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Bu 6rnekler YCD olarak
tanimlandi.

3. Kurutarak saklamanin ve kurutmanin ekstraksiyon verimine etkisini belirlemek
amactyla toplanan cay Ornekleri havadar bir ortamda ve golgede kurumaya
birakildi. Kurutma sonrasi belli kiitlede 6rnek tartildi ve ekstraksiyon islemine
tabi tutuldu. Bu 6rnekler YCK olarak tanimlandi.

Yas cay yapraklar1 disinda fabrikada siyah ¢ay iiretimi sirasinda agiga ¢ikan bazi atik

materyaller de ¢alismalarda kullanildi. Bu atik materyaller agsagida tanimlanmaktadir.

1. Siyah ¢ay atig1 caym islenmesi sirasinda eleklerden ayrilan ve hi¢bir ekonomik
degeri olmayan kalintidir. Cogunlukla cay bahgelerine atilmakta veya cay
fabrikalarinda 1sitma i¢in yakilmaktadir. Bu atik materyal o6zel bir islem
uygulanmadan ekstraksiyon islemine tabi tutuldu ve SCA olarak tanimlanda.

2. Kafein tozu c¢ay fabrikalarinda siyah c¢ay tretimi sirasinda olusan kiiciik cay
tozlaridir. Bolge halki tarafindan “kafein tozu” olarak adlandirilir. Fabrikada
hi¢cbir sekilde degerlendirilmeyen bu atifin baska bir kullanom alam1 da
bulunmamaktadir. Tez kapsaminda 2012-2013-2014 yillarinda tim toplama
sezonlarinda kafein tozu drneklemesi de yapildi ve ekstraksiyona tabi tutuldu. Bu

ornekler SCK olarak tanimlandi.
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2.3.2. Kullanilan Ekstraksiyon Yontemleri

Yas cay ve cay atiklarindan kafein ve katesin ekstraksiyonu farkli yontemlerle
gerceklestirilmektedir. Diinya literatiiriinde pek c¢ok yontem tanimlanmis olup farkl
tilkelerin ¢ay tiirleri i¢cin yontem optimizasyonlar1 yapilmistir (Row ve Jin, 2006; Liang
vd., 2007). Kafein ve katesini ¢ay orneklerinden ayirmada genellikle su i¢inde demleme
uygulanmaktadir. Zira her iki kimyasalda suda oldukc¢a yiiksek oranda ¢oziinmektedir.
Demleme yoluyla belli periyotlarda su ile muamele edilen materyal 1s1 etkisiyle sahip
oldugu bilesikleri suya aktarmaktadir. Mevcut yontemlerin tamaminin 6rnekleme yapilan
Tiirk ¢ay tiirlerine uygulanmasina dair bir ¢alisma mevcut degildir. Yapilan genis kapsamli
literatiir ¢alismasinda daha ¢ok antioksidan aktivite, toplam fenolik igerik, vitaminler,
mineraller, element igerikleri, teanin ve teaflavinler acisindan genellikle Tiirk siyah
caylarinda calismalar yapilmistir (Bahar vd., 2013; Alasalvar vd., 2013). Giirii ve Igen,
(2003) Tirk siyah c¢ay atiklarinda sadece kafein ekstraksiyonuna yonelik bir ¢alisma
yapmiglardir.

Bu nedenle oncelikli olarak ilk 6rnekleme donemi olan 2012 yilinda en yiiksek
kafein ve katesin ekstrakt kiitlelerini saglayan ekstraksiyon yonteminin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu diisiinceden hareketle literatiirde en yiiksek verimlerin elde edilmesinde
onerilen bir seri ekstraksiyon yontemi uygulandi. 80 °C de 40 dakikalik bir demleme
siirecini dneren Row ve Jin, (2006) ¢alismasi temel alinarak yine literatiirde Onerilen
modifikasyonlar kurutulmus yas c¢ay Orneklerine uygulandi. Ay kiitleli 6rnekler ilgili
calismalarda Onerilen sartlar altinda ekstre edilerek Kloroform ekstraksiyonu ile kafein
ayrildi ve organik ¢oziicli ucuruldu ekstraktin kiitlesi belirlendi. Benzer bir yaklagimla
kafeini ayrilan sulu ekstrakt etil asetatla tekrar ekstre edilerek organik ¢oziicii uguruldu ve
ekstraktin kiitlesi belirlendi. Ekstrakt kiitleleri kullanilarak cay orneginden elde edilen

ektrakt verimleri asagidaki esitliklerden hesaplandi ve sonuglar bu sekilde ifade edildi.

% Kafein verimi (a/a)= Kloroform ekstrakt kiitlesi x100/6rnek kiitlesi

% Katesin verimi (a/a)= Etil asetat ekstrakt kiitlesi x100/6rnek kiitlesi

Uygulanan yontemlerin detaylar1 asagida verilmektedir. Tiim ekstraksiyon
yontemleri {i¢ kez tekrarlandi ve ortalama degerler (+ standart sapma) grafikler iizerine

hata ¢ubuklar1 olarak verildi.
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2.3.2.1. Sicak Su Ekstraksiyonu

10 g cay ornegi 300 mL saf su i¢cinde 80 °C’de 40 dakika boyunca demlemeye
birakildi. Bu silire sonunda kat1 kalint1 110 mm silizge¢ kagidindan siiziilerek ayrildi.
Kafeinin ayrilmasi i¢in su faz1 100 mL’lik hacimlerdeki kloroform ile 3 kez ekstre edilerek
ayrilan kloroform fazlar birlestirildi (Row ve Jin, 2006). Ardindan katesinleri ayirmak i¢in
sulu faz 100 mL’lik hacimlerdeki etil asetatla 3 kez ekstre edilerek etil asetat fazlari
birlestirildi. Ekstraktlar MgSQOy ile kurutulduktan sonra evaporatorde 50 °C’de kuruluga
kadar buharlastirildi. Kafein ve katesin ekstraktlarinin kiitlesi belirlenerek ekstrakt

verimleri hesaplandi. Ayni islem tiim 6rnekler i¢in ti¢ kez tekrar edildi.

2.3.2.2. iki Basamakl Sicak Su Ekstraksiyonu

Bu yontem Bazinet vd., (2007) tarafindan oOnerilmektedir. 10 g cay Ornegi
baslangigta 300 mL saf suda demlendi. Demlemenin ilk basamag1 termostatli banyoda 50
°C’de 10 dakika boyunca yapildi. Daha sonra kati materyal ortamdan alinip yeni bir
demleme icin 80 °C’de 10 dakika daha demlemeye maruz birakildi ve su fazlar
birlestirildi. Siiziilen sulu fazlar yukarda belirtildigi gibi kafeini uzaklastirmak i¢in once
kloroform ile ekstrakte edildi. Su faz1 sonra etil asetat ile katesinleri elde etmek icin

ekstrakte edildi. Ayni islem tiim 6rnekler i¢in ti¢ kez tekrar edildi.

2.3.2.3. Yiiksek Sicakhk On Islem Sicak Su Ekstraksiyonu

10 g cay 6rnegi 100 °C sicaklikta kaynayan 300 mL’lik suya ilave edildi. Cay 6rnegi
su i¢inde 3 dk. bekletilerek demlenmeye birakildi. Bu islemin amaci ¢aydan oncelikli
olarak kafeini ayirmaktir ( Liang vd., 2007). Bu siire sonunda ¢ay sudan siiziilerek ayrildi
ve hemen 200 mL’lik 80 °C’ deki suya ilave edilerek 40 dakika boyunca demlendi. Ik
uygulamada ayrilan 300 mL’lik sicak su sogumaya birakildi ve kloroform ile kafein
ekstraksiyonu yapildi (3x100 mL). ikinci islemde elde edilen sulu ekstrakt siiziilerek
caydan ayrildi ve igerdigi kafein kloroformla (3x100 mL) ayrildi. Kloroform ekstraktlar:

birlestirilerek kuruluga kadar buharlastirildi ve kafein verimi hesaplandi. Katesini ayirmak



50

icin sulu ¢ozelti bu kez etil asetatla ekstre edildi (3x100 mL) ve organik faz kuruluga kadar
buharlastirilarak katesin ekstrakt verimi hesaplandi. Ayni islem tiim 6rnekler i¢in ii¢ kez

tekrar edildi.

2.3.2.4. Sitrik Asit Ekstraksiyonu

Bu yontem katesinlerin sulu fazdan ayrilmasinda sitrik asit kullanimini 6neren bir
yontemdir (Dong vd., 2011). Kafein ekstraksiyonu i¢in kullanilan geleneksel yontemde
kullanilan kloroformun toksik etkisini ortadan kaldirmasi yoniiyle bu yontem iyi bir
alternatiftir. 10 g ¢ay Ornegi tizerine 300 mL saf su ilave edilerek 80 °C’de 40 dakika
boyunca demlendi. Sulu ekstrakt 110 mm siizge¢ kagidindan siiziildii ve 200 mL etil
asetatla iic kez ekstrakte edildi. Birlestirilen etil asetat fazlar1 yeniden 200 mL sitrik asit
cozeltisiyle ti¢ kez ekstre edildi. Etil asetat faz1 evapore edilerek katesin ekstrakt verimi
hesaplandi. Sitrik asit faz1 evapore edilerek kafein verimi hesaplandi. Ayni islem tim

ornekler icin li¢ kez tekrar edildi.

2.3.2.5. Etanol Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon ortamindan organik tiirlerin sulu faza alinmasini kolaylastiracak etanol
gibi ¢oziiciilerin bulunmasi 6nerilmektedir (Hu vd., 2009). Bu amagla 6nerilen yontem bu
calismaya dahil edildi. Cay/¢oziicii oran1 1:60 w/v olacak sekilde 10 g ¢ay 6rnegi %75’lik
600 mL etanol i¢inde termostatl bir banyo kullanilarak 10 dakika boyunca demlendi. Cay
kalintis1 stiziilerek ayrildi ve etanol evaporatorde 55+2 °C’de uzaklastirildi. Kalint1 suda
coziilerek diger yontemlerde oldugu gibi kafein ve katesin ekstraktlar1 ayrildi. Ekstrakt

verimleri hesaplandi. Ayni islem tiim 6rnekler i¢in {i¢ kez tekrar edildi.

2.3.3. Siiper Kritik Akiskan Ekstraksiyonu (SFE)

Cay orneklerinden SFE ile ekstraksiyonu konusunda yapilan literatiir aragtirmalari
sonucunda yas caydan kafeinin uzaklastirilmasi i¢in (kafeinsiz c¢ay iiretmek amacli) bir¢cok
calisma (Igen ve Giirii, 2010; Sun vd., 2010; Park vd., 2011; Huang vd., 2007; Kim vd.,

2007) bulunmasina ragmen yalnizca katesin eldesi icin herhangi bir c¢alisma
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bulunmamaktadir. Literatiir verilerinden yola ¢ikarak ¢ay orneklerinden oncelikli olarak
kafeinin uzaklastirildig1 daha sonra ise ayn1 6rnekten modifiyerli CO; siiperkritik akiskan
ile katesinlerin ekstraksiyonunu hedef alan yeni bir yontemin optimizasyonu hedeflendi.
Kafeinin etkin bir sekilde ayrilmasi i¢in kurutulmus yas cay érnekleri farkli basing (100,
200, 250, 300 bar) , farkl: sicaklik (30, 40, 50, 60 °C) ve farkli ekstraksiyon siirelerinde (1,
2, 3, 5 saat) CO,-SFE‘na tabi tutuldu. CO; akis hiz1 literatiirde onerildigi gibi 10 g/dk
olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra 6rnek kabindan ¢ay ornekleri ¢ikartilmadan katesin
izolasyonu i¢in ortama polariteyi artirmak amaciyla ¢oziicii (modifiyer) olarak etanoliin
(Park vd., 2007) ilave edildigi bir ekstraksiyon islemi uygulandi. Kafein ekstraksiyonuna
benzer sekilde CO; siiperkritik akigkaninin basinct 100, 200, 250, 300 bar, ekstraksiyon
sicakliklar1 30, 40, 50, 60 °C ve ekstraksiyon siiresi de 3 saat olarak uygulandi. Ancak her
bir uygulamada modifiyer pompasi yardimiyla CO, gazi icine 0,2; 0,3; 0,4 ve 0,5 mL/dk
akig hizlarinda etanol ilave edildi. Modifiyer igeren CO; yukarida verilen basing, sicaklik
ve siirelerde 10 g/dk olacak sekilde ¢ay orneklerinin ekstraksiyonunda kullanildi. Her bir
ekstraksiyon islemi sonrasinda elde edilen kafein ve katesin ekstraktlarinin kiitlelerinden
ekstrakt verimleri hesaplandi. Daha dogru bir degerlendirme yapmak amaciyla her bir
ekstraktin igerikleri HPLC ile analiz edildi. Optimize edilen yontem ile 2013 ve 2014 yili

orneklerinin analizleri gergeklestirildi. Ayni islemler tiim 6rnekler igin i¢ kez tekrar edildi.

2.3.4. ince Tabaka Kromatografisi (TLC) Calismalar

Ince tabaka kromatografisi katesinlerin analizinde nemli bir yontemdir. Sadece nitel
analiz yapma olanag: saglayan bu yontemde polar karakterlerinden dolay1 polar sabit fazlar
kullanilmalidir. Bu amagla silikajel, seliiloz veya poliamid tabakalar kullanilir. Bu nedenle
Wang vd., (2009) tarafindan onerilen ve optimize edilen yontem kullanildi. 10x10 cm
boyutlu Nylon taban iizerine kaplanmis olan poliamid sabit faz katesinlerin ayrimi igin
miikemmel sonuglar vermektedir. Analizi yapilacak olan 6rnek ve katesin standartlarin 2,5
mg/L derisimli 6rnekleri metanolde hazirlandi ve 10 pL’lik kisimlar1 tabakaya uygulandi.

Yiiriitiicii  olarak n-biitanol:aseton:asetik asit 5:5:3 (v/v) karigimi kullanildi.
Ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstraktlar standartlar ile birlikte poliamid tabakaya
uygulandi. Yiritiicii tankin ¢oziicii buhari ile doygun hale gelmesi beklendi ve hareketli
fazda yiiriitme yapildi. Yiirlitme yapildiktan sonra tabakanin kurumasi beklendi. Tabakada

ayrilan bilesenler UV lambasi altinda gézlenmesine ragmen boyama yaparak goriiniir hale
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getirilebilir. Bu amagla etanol i¢indeki %5 (a/h)’lik FeClj ¢ozeltisi boyama reaktifi olarak
kullanild1. Bir sprey sisesi yardimiyla yaklagik 1-2 mL ¢6zelti poliamid tabakalarin iizerine

puskiirtiildii. Bir siire kurumasi beklendi ve mor-siyah renkli bilesenler belirlendi.

2.3.5. Yiiksek Performansh Ince Tabaka Kromatografisi (HP-TLC) Cahsmalar:

Ince tabaka vyiiriitmeleri poliamid kapli 10cmx10cm Nylon tabakalarda yapilan
orneklerin nicel analizleri densitometrik yontemle yapildi. Cay ekstraktlar1 ve standart
¢ozeltiler (2,5 mg/mL) tabakanin altindan 10 mm, sol taraftan 20 mm mesafe olacak
sekilde WinCATS yazilimini kullanan CAMAG Linomat V (Sekil 2.1) cihazi kullanilarak
8 mm bantlar seklinde tabakalara uygulandi. Uygulama hizi 150 nL/s, ekstraktlarin ve

standartlarin hacmi sirasiyla 2 ve 6 pL’dir.

Sekil 2.1. HP-TLC cihazi

Bu sistem iginde mobil faz olarak n-biitanol:aseton:asetik asit (5:5:3) kullanildi.
Tabakalar cihaza yerlestirildi ve WinCATS yazilimini kullanan TLC Scanner III
kullanilarak 20 mm/s tarama hizi ile tarandi. TLC kromatogramlarini goriintiilemek ve
arsivlemek i¢in ReproStar III ve VideoStore II yazilimlar1 kullanildi. Bu analizler Hunan
Ziraat Universitesi Cay Arastirma Enstitiisiinde (Cin) gergeklestirilmis olup sadece 2012
yili 6rneklerine uygulandi. HP-TLC cihazinin tarayici sistemine tabakanin yerlestirilmesi

ve tarama sistemi Sekil 2.2°de goriilmektedir.
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Sekil 2.2. HP-TLC tarayici sistemi

HP-TLC ile yapilan analizler sonrasinda yapilan kantitatif hesaplamalarin sonuglari
HPLC sonrast yapilan hesaplamalar ile uyumlu olmadigindan HP-TLC analizleri yalnizca
kalitatif hesaplama i¢in kullanilmigtir. HP-TLC analizlerinin yapilmasinin asil nedeni TLC
ile yapilan analizlerde ayirimlar gozle belirlendiginden yanlislik olmamasi adina katesin

tiirevlerini daha belirgin tanimlayabilmektir.

2.3.6. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Calismalari

Ekstraktlarin kalitatif ve kantitatif analizleri i¢in iki farkli ters faz yiiksek
performansli sivi kromatografisi (RP-HPLC) sistemi kullanildi. Sistemlerin detaylar
asagida verildigi gibidir.

HPLC-A: Calismalarin bir kismi Hunan Ziraat Universitesi (Changsha, Cin Halk
Cumhuriyeti) Cay Arastirma Enstitlisii’'nde gerceklestirildi. Analizler icin LC2010AHT
(Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) model Shim-pack VP-ODS C18 (5 mm, 4.6 x 150 104
mm, 35 °C) kolonu igeren bir HPLC cihazi kullanildi. Coziicii A (su) ¢oziici B (N,N
dimetilformamid: metanol: asetik asit 20:1:0,5) sistemlerinin hareketli faz olarak
kullanildig1 gradiyent ayirma uygulandi. B ¢oziiciisii 13 dakikada %14’ten %?23’e sonraki
12 dakika boyunca da %23’ten %36’ya artirildi ve 3 dakikada bu yiizdede kolondan
gecirildi. Son olarak tekrar %14’e diistiriildii. Akis hiz1 analiz boyunca 1 mL/dk’dir (Wang
vd., 2011).

Katesin standartlar1 su sekilde olusturuldu. Her standarttan 1 mg/mL’lik stok
cozeltiler HPLC safliktaki metanol i¢inde hazirland1 ve kullanilacak derisim i¢in yine

HPLC safliktaki metanol ile seyreltmeler yapildi. Analiz edilecek katesin ve kafein
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ekstraktlar1 1 mg/mL’lik stok ¢ozeltiler HPLC safliktaki metanol iginde hazirlandi.
Standartlar ve ornekler 0,45 pL’lik membran filtrelerden stiziilerek 500 pL’lik kisimlar
viallere alindi. Otomatik 6rnekleme sistemi kullanilarak 20 pL’lik hacimlerde kolona
verildi. Katesin ve kafein derisimleri standartlarin pik alanlariyla karsilastirilarak
hesaplandi.

HPLC-B: Ekstraktlarin analizleri i¢in Hitachi Elit marka (Japonya) Kromasil C18
(15,0x4 mm; 5 um) kolonlu ikinci bir HPLC cihaz1 ayn1 gradiyent sistem ile kullanildi.
Yapilan diger islemler yukaridaki gibidir. Bu cihazin digerinden farkli olarak diyot serili
bir dedektorii (DAD) bulundugundan standartlarin UV spektrumlarini  6rnekteki
bilesenlerle karsilastirma olanagi da vardir. Bazi analizlerde bu dl¢iimler de alindi. Katesin

ve kafein derigsimleri standartlarin pik alanlariyla karsilastirilarak hesaplandi.

2.3.7. Kolon Kromatografisi

Tez c¢alismast kapsaminda sadece ekstraksiyon yontemleri degil katesin tiirlerinin
izolasyonu konusunda da calismalar yapildi. Izolasyon icin silikajel, seliiloz, ve poliamid
kolon dolgu maddeleri kullanildi. Bu sabit fazlardan sadece poliamid ile basarili bir
izolasyon gerceklestirildiginden sadece bu yontemin detaylar1 verildi. Poliamid kolonla
izolasyon yeni bir izolasyon yontemi olmayip Bailey (1999) tarafindan patentlendirilmistir.

Izolasyon igin poliamid CC6 (0,10-0,30 mm, Macherey Nagel) kolon dolgu maddesi
ve 50 cm boyunda 3 cm ¢apinda cam kolon kullanildi. Dolgu maddeleri 15-20 cm olacak
ve i¢inde hi¢ hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kolona dolduruldu. Daha sonra 6rnek yine
ayn1 kolon dolgu maddesine emdirilip kurutularak kolona yiiklendi. Baslangicta %100 saf
su kolondan gegirildikten sonra istenilen bilesenlerin ayrilmalarini saglamak i¢in polariteyi
azaltmak amaciyla etanol konsantrasyonunun %10’dan baslanilarak %100’e ¢ikarilana
kadar lineer artis1 saglandi (Ye vd., 2010). Kolon esnasinda izolasyon asamalar1 TLC ve
HPLC ile izlendi. Ozellikle katesin gesitleri arasinda en biiyiik dneme sahip oldugu bilinen
EGCG’nin olabildigince saf olarak izole edilmesine yogunlasildi.



3. BULGULAR

3.1. Sivi-Sivi Ekstraksiyon Yonteminin Sec¢ilmesi

Yas cay ve siyah cay atiklarindan kafein ve katesin ekstraksiyonu i¢in Bolim
2.3.2’de ayrintilar1 ve gerekgeleri verilen bes farkli ekstraksiyon yontemi 2012 yil1 birinci
siirim (Mayis) caylarina uygulandi. Kuru olarak g¢alisilan ¢aylarin ekstrakt kiitlelerinden

elde edilen kafein ve katesin yiizdeleri (a/a) Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. Farkli ekstraksiyon metodlarina gore kafein ve katesin ekstrakt verimleri

Cay ekstraksiyonundan elde edilen kaba ekstraktlarin HPLC analizleri ile elde
edilmis literatiir verilerinde yesil ¢ayin %2 civarinda kafein ve %7-8 civarinda katesinleri
icerdigi belirtilmektedir (Giirii ve Icen, 2010). Ancak kaba ekstrakttan kafein ve
katesinlerin s1vi-sivi ekstraksiyonu ile ayrilmasindan daha diisiik ekstrakt verimlerinin elde
edilebilecegi aciklanmistir (Sekil 3.1). Sitrik asit ve sicak su ekstraksiyonunun katesinleri
secimli olarak ekstre ettigi soylenebilir. Ancak kafein ekstraksiyonunda oldukg¢a basarisiz
yontemlerdir.

Elde edilen sonuglara gore sicak su ekstraksiyonu %4 katesin ve %2,36 kafein

verimiyle en verimli yontemdir. Bu nedenle bundan sonraki ¢aligmalarda 80 °C’de 40
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dk’lik ekstraksiyon islemi uygulanmistir. 2012-2014 yillarinda Ornekleme ve izleme

calismalar1 yapildigindan her yila ait ¢alismalar ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

3.2. HPLC Analizleri I¢cin Yontem Optimizasyonu

HPLC analizlerine ge¢meden Once kafein ve katesin standartlar1 kullanilarak
kromatografik analiz yontemi, analitik parametreler yoniinden optimize edildi. Mevcut
katesin standartlarinin (C, EC, EGC, EGCG) yam sira kafein ve ¢ayda bol miktarlarda
bulunan ve katesinlerin onciilii olan gallik asit (GA) standardini1 da igeren bir standart
karisimi1 hazirlandi. Standart karigiminin HPLC-B yontemine goére ayrimini gosteren

kromatogram Sekil 3.2°de verilmistir.

Kafein

GA

250 250
. EGCG .
Eom m g

EGC EC

MMMMM

Sekil 3.2. Kafein ve katesin ve standartlarimin HPLC-B yontemiyle elde edilen
kromatogrami (Biitiin standartlarin derigimleri 166,66 mg/L’dir.)

Alikonma zamani ve pik alanlarinin tekrarlanabilirligi i¢in hazirlanan standart
karistm1 7 kez analiz edildi. Ayrica analitin kullanilan yontemle belirlenebilen diisiik
derisim olan belirleme smir1 (BS) ve belirlenebilen en diisiik nicel sinir degerleri olan (OS)

degerleri de belirlendi (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Optimize edilen HPLC yonteminin parametreleri

No | Alikonma Zamani (tg) Standart R? %BSS (tg) | %BSS (Alan) BS* os*
1 7,12 Gallik Asit | 0,99 0,32 2,37 0,04 0,12
2 11,33 Kafein 0,99 0,09 1,92 0,03 0,11
3 13,56 EGC 0,99 0,08 2,47 0,04 0,13
4 16,27 C 0,99 0,11 2,12 0,02 0,08
5 20,89 EC 0,99 0,07 5,22 0,03 0,10
6 23,10 EGCG 0,99 0,07 1,68 0,03 0,10

*mg/L

Tablo 3.1’de analit derisimine karsi pik alanlarindan elde edilen kalibrasyon

grafiginin regresyon katsayisi R? olarak verilmistir. Yiizde bagil standart sapmalar (%BSS)

alikonma zamanlar1 ve pik alanlar1 i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi. Belirleme sinir1t BS ve nicel

belirleme siir1 OS degerleri mg/L cinsinden verilmistir.

Her bir standardin diyot serili dedektdr (DAD) ile alinan spektrumlari 6rnek i¢indeki

tiirlerin nitel analizlerinde karsilastirma amagh kullanildi. Standartlarin DAD spektrumlari

Sekil 3.3’de verilmistir.
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Sekil 3.3. GA, Kafein, EGC, C, EC ve EGCG standartlarinin DAD spektrumlari
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3.3. 2012 Yili Orneklemesi Bulgulari
3.3.1. Yas Cay Orneklerinin Katesin ve Kafein Verimleri
2012 Y1l ii¢ stirlim doneminde ayni ¢ay bahgesinden alinan yas ¢ay drneklerinin yas,

kuru ve dondurulmus olarak ekstraksiyonundan elde edilen katesin verimi Sekil 3.4’de

verilmistir.

YCY

m Katesin

Ekstrakt Yuzdesi %
(a/a)

m W W

L. Stirtim  IL. Strim  III. Siiriim

S (2]
I )

Ekstrakt Yiizdesi %
(a/a)
N

YCK
I l m Katesin

L. Stirtim  IL Stirim  III. Siiriim

o

YCD

I B Katesin
o W =

L. Stirtim  IL Stirim  III. Siiriim

N
1

N
1

Ekstrakt Yiizdesi %
(a/a)

Sekil 3.4. 2012 Yihi L., II. ve III. siirim yas, kuru, dondurulmus yas c¢ay
orneklerinin katesin verimleri
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Sicak su ekstraksiyonu sonucu elde edilen 2012 yili yas ¢ay Orneklerinin katesin
verimleri en diisiik %0,66 III. siirim YCD ve en yiiksek %5,90 ile II. stirim YCK’dir.
Genel olarak siirimler arasinda karsilastirma yapildiginda kuru olarak calisilan
orneklerden daha yiiksek verimle katesin izole edilmesi beklenir. Yas c¢ay oOrnekleri
kurutuldugunda %70 oraninda kiitle kaybina ugramaktadir. Genel olarak
degerlendirildiginde ikinci siiriimde daha yliksek katesin verimleri elde edilmistir. Ayni

orneklerden izole edilen kafein ekstrakt verimleri Sekil 3.5°de verilmistir.
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k7 82 m Kafein
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S ~2 -
X © - .
?-13 Kafein
X
N B
2 0 : .
w I. Sirim II. Stirim III. Strim
YCD
4 -
S
2
T
BT 2 .
E@ m Kafein
X
o
g o W WN 2 mm
L L. Siiriim 1L Siiriim 1L Siiriim

Sekil 3.5. 2012 Yili L, II. ve III. stiriim yas, kuru, dondurulmus yas ¢ay
orneklerinin kafein verimleri
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Sicak su ekstraksiyonu ile elde edilen 2012 yili yas ¢ay drneklerinin kafein verimleri
en disik %0,33 ile I siirim yas (YCY) ve en yiiksek %1,80 ile II. siiriim kurutulmus
(YCK) orneklerinden elde edildi. Siirimler arasi karsilagtirma yapildiginda en yiiksek
verimlerin kuru olarak ¢alisilan yas c¢ay Orneklerinden elde edildigi goriildii. Yas ve
dondurulmus olarak ¢alisilan 6rneklerde ise sonuglar birbirine yakin olmasina ragmen yas

orneklerin biraz daha yiiksek verimde oldugu belirlendi.

3.3.2. Siyah Cay Atiginin (SCA) Katesin ve Kafein Verimleri

Siyah cay atig1 yas cay fabrikada islenirken geriye kalan kisimlardan olustugu igin
yas ve dondurulmus olarak ¢alisilmalari miimkiin olmadigindan tez boyunca ¢alisilan tim
siyah cay atig1 6rnekleri kuru olarak c¢aligildi.

Cay atiginin igerdigi katesin ve kafein ekstrakt verimleri Sekil 3.6’da goriilmektedir.

SCA

5 I m Katesin
, m

I. Sirim II. Stirom III. Strim

Ekstrakt Yiizdesi %
(a/a)

SCA

21 I m Kafein
A nn

I. Siirim I Strtim  III. Stirim

Ekstrakt Yiizdesi %
(a/a)

Sekil 3.6. 2012 Yili I, II. ve III. siiriim siyah ¢ay atiginin katesin ve
kafein verimleri
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Siyah cay atiginda katesin verimi i¢in slirlimler arasi karsilastirma yapildiginda
%3,78 ile II. siirimiin en yiikksek verime sahip oldugu ve bunu sirasiyla I. siirim ve IIL.
sirimiin izledigi goriilmektedir. Siyah c¢ay atigimin 6nemli oranda katesin icerdigi
belirlendi. Kafein verimi i¢in siiriimler aras1 karsilastirma yapildiginda I. siiriimiin en

yiiksek verimi sagladigi (%2,83) diger siiriimlerin birbirine yakin kafein i¢erdigi belirlendi.

3.3.3. Kafein Tozunun (SCK) Katesin ve Kafein Verimleri

Kafein tozu da cay atigina benzer 6zellikler tasidigindan kuru 6rnekler olarak islem
gormektedir. Kafein tozunun katesin verimi I. siirimde en yiiksek iken II. ve IIL

stiriimlerde ¢ok daha diisiik bulundu (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. 2012 Y1l L., II. ve IIL. siirtim kafein tozunun katesin ve kafein
verimleri

Sicak su ekstraksiyonu sonucu elde edilen 2012 yil1 kafein tozu 6rneklerinin katesin
verimleri i¢in siirlimler aras1 karsilastirma yapildiginda en yiiksek verimi %2,74 ile 1.

stiriim Orneginin verdigi onu sirastyla %1,55 ve 0,43 ile II. ve IIl. siirlimlerin takip ettigi
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belirlendi. Kafein verimleri karsilastirildginda ise %1,68 ile 1. siirlimiin en yiiksek verimi
verdigi bunu sirasiyla %1,22 ve 1,05 ile II. ve III. slirlimiin takip ettigi goriildii. Kafein

tozunun azimsanamayacak oranda katesin ve kafein igerdigi aciktir.

3.3.4. TLC ve HP-TLC Analizleri

2012 Orneklerinden elde edilen katesin ekstraktlariin Bolim 2.3.3°de detaylar
verilen yontemlerle analizinde elde edilen TLC tabakasinin goriiniimii Sekil 3.8’de

verilmistir.

Sekil 3.8. Yas cay (YCY, YCK, YCD), cay atig1 ve kafein tozu katesinlerinin TLC
goriintiileri

Boliim 2.3.4°te anlatilan sartlarda gergeklestirilen HP-TLC analiz sonuglarina gore
standartlarin ve 2012 yili yas cay Orneklerinin kromatogramlari asagida verilmistir.
Standartlarin densitometrik taramalarindan elde edilen kromatogramlar Sekil 3.9’da

katesin ekstratlarinin kromatogramlari ise Sekil 3.10°da verilmistir.
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Sekil 3.9. Standartlarin (Kafein,C, EC, EGC, EGCG) densitometrik tarama

kromatogramlari
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Sekil 3.10. 2012 Y1l yas cay orneklerinin densitometrik tarama kromatogramlari

2012 Yili oOrneklerinde sadece yas c¢ay Orneklerinin HP-TLC analizleri

yapilabilmistir. Buradan elde edilen veriler HPLC analizleri ile karsilastirilmistir.

3.3.5. HPLC Analizleri

2012 Yili orneklerinden elde edilen katesin ekstraktlarinin ayni hareketli faz
kullanilarak HPLC-A ve HPLC-B yontemleriyle gerceklestirildi. Analiz boyunca
degerlendirilen standartlar kafein, EGC, C, EC, EGCG, GCG ve ECG’dir. 1., 1. ve IlI.

sirlim yas ¢ay Orneklerinin yas, kuru, dondurulmus olarak sicak su ekstraksiyonununa tabi
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tutulduktan sonra elde edilen ekstraktlarin kromatogramlar1 Sekil 3.11-3.13’de verilmistir.
Burada verilen kromatogramlar herbir HPLC analizini temsilen verilmis olup tim HPLC

analizleri 3 kez tekrar edilmistir.

My
o=t=ctor A Zrenm

=7 L Siiriim-YCY

e EGCC

20 ECG

— T 71— T Tt T — T
oo 3] 0.0 1ED 0.0 ZED min

1002,

Erete T A T T

z0q L Siiriim-YCK
50 EGCG

o

= Kafpin o€ 3 S

*3 1 Siiriim-YCD

=3 ICCC

e Kafein EGC I =

— T T T T T T T T 7T T T T T T
0.0 E.0 i0.0 iE.0 0.0 250 min

Sekil 3.11. 2012 Yili L siirim yas, kuru, dondurulmus yas cay
orneklerinin katesin ekstraktlarmin HPLC-A yontemiyle
ile elde edilen kromatogramlari
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Sekil 3.12. 2012 Y1l II. stiriim yas, kuru, dondurulmus yas cay érneklerinin
katesin ekstraktlarnin HPLC-A yontemi ile elde edilen
kromatogramlari
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Sekil 3.13. 2012 Yihh III. striim yas, kuru, dondurulmus yas cay
orneklerinin katesin ekstraktlarinin HPLC-A yontemi ile elde
edilen kromatogramlari

2012 Yil1 ¢ay atig1 ve kafein tozu o6rneklerinin HPLC kromatogramlar sirasiyla Sekil

3.14 ve 3.15°de verilmistir.



68

100
1 L Sarim-SCA
®
®
n
&0
® H
P
0
20
»
o
[ 2
1L Sartm-SCA
o o
™ o
100 ™
o w
2
H
80 o0
© ©
EGC EGCG
» c EC »
Ga Kafein
o .
o 1 4 L] % 10 i 14 15 1% n iz ] 6 ] 0 3 3
Winutes
o 0
IIL Sariim-SCA

mau

Sekil 3.14. 2012 Y1l I, II. ve IIL. siiriim siyah ¢ay atiginin katesin ekstraktlarinin HPLC-B
yontemi ile elde edilen kromatogramlari
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Sekil 3.15. 2012 Yili L., II. ve IIL. siiriim kafein tozunun katesin ekstraktlarinin HPLC-B
yontemi ile elde edilen kromatogramlari

3.3.6. Cay Orneklerinin Katesin icerikleri

Sekil 3.11-3.15’de verilen kromatogramlardan ekstrakt i¢indeki herbir katesin
tiirevinin miktar1 ve 1 g drnekten izole edilebilen miktarlar1 hesaplandi. Bu hesaplamalar
dogrultusunda 6nemli bir degerlendirme yapilabilir. Cay Orneklerinden elde edilen ve

Bolim 3.3.1-3.3.3’de sunulan veriler etil asetat ile ekstre edilebilen toplam ekstrakt
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kiitlelerini temsil etmektedir. Ornegin, Sekil 3.4’te II. siiriim kurutulmus yas cay (YCK)
orneginden %5,90 (a/a) ekstrakt verimi elde edilmistir. Bu ekstraktin HPLC analizi ile
icerdigi katesinlerin nicel analizi ekstraksiyonun ne oranda basarili oldugunu gosterecektir.
Zira etil asetat ile yapilan sivi-sivi ekstraksiyonu tam se¢imli bir ekstraksiyon
olmadigindan katesinlerin yanisira diger kimyasallar da ekstre edilmis olabilir. Endiistriyel
anlamda degerli bir {iriin olmasi i¢in igerdigi katesin miktarinin yiiksek olmasi gerekir.

Yas c¢ay oOrneklerinin icerdigi katesin miktarlar1 (mg/g cay) Sekil 3.16’da, cay
atiklariin Sekil 3.17°de ve kafein tozu igerigi Sekil 3.18°de verilmistir.
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Sekil 3.16. 2012 Yihi L., II. ve III. silirim yas cay orneklerinin katesin
igerikleri
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I. Siirim oOrnekleri kendi arasinda karsilastirildiginda kuru c¢alisilan 6rneklerin
igeriklerinin yas ve dondurulmus 6rneklere gore daha yiliksek oldugu EGC’nin baskin tiir
oldugu bunu sirasiyla C, EC, EGCG’1n takip ettigi belirlendi. II. Stirim 6rneklerde yas ve
dondurulmus 6rneklerin yiiksek ve birbirine yakin katesin igerikleri verdigi kuru 6rneklerin
ise L. slirlime gore daha diisiik oldugu goriildii. Bu siiriim ekstraktlarinda tiim katesinler
Oonemli oranda bulunmaktadir. Oysaki Sekil 3.4’de goriilecegi tizere II. siiriim kurutulmus
yas ¢ay Ornekleri %5,90 gibi en yliksek katesin verimini saglamistir. Buda gostermektedir
ki ekstrakt verimi dogru bir gosterge olmayip 6nemli olan bu ekstraktin icerdigi katesin
tirlerinin miktaridir. III. Siiriim 6rneklerde ise yas calisilan Orneklerin yiiksek katesin
igerigi verdigi bunu kuru 6rneklerin izledigi dondurulmus 6rneklerin ise ¢ok diisiik katesin
icerigine sahip oldugu belirlendi. Genel icerik siralamast EGC>C>EC>EGCG seklindedir.

Cay atigindan izole edilebilen katesinler hi¢ de azimsanmayacak orandadir (Sekil

3.17).
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Sekil 3.17. 2012 Y1l I, II. ve IIL. siiriim siyah cay atiginin katesin igerikleri

Ozellikle EGCG igerigi I. siirimde %5,99 mg’a ulasmistir. Bu tiirii sirasiyla II.
stirimde EGC, EC ve C takip etmektedir.
Kafein tozu oOrneklerinde her ii¢ siirimde diisiik oranda katesin igeren bir

ekstraksiyon yapildig1 goriilmiistiir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. 2012 Yili L, II. ve III. siiriim kafein tozunun katesin icerikleri

Cop olarak tanimlandig1 goz oniine alindiginda kafein tozunun katma degeri ytliksek
olan kimyasallar1 da icerdigi agiktir. Yiiksek verimde kafein igermesinin yanisira katesin
tiirleri bakimindan da degerlendirilebilir. Yaklasik 4 mg EC igerigi ile yiiksek verim II.
stirimde elde edilmistir. I. siiriimden elde edilen 1 mg EGC ve C takip eder. En 6nemli

katesin tiirii olan EGCG iig siiriimde de az miktarda belirlendi.

3.3.7 2012 Yih Orneklemesi Genel Degerlendirme

2012 Y1l cay ornekleri sicak su ekstraksiyonununa tabi tutulduktan sonra etil aseatla
stvi-s1vi ekstraksiyonla katesinlerin se¢imli ekstraksiyonu yapilmis ve ekstrakt verimleri
(%a/a) hesaplanmistir. HPLC analizleri gostermektedir ki sivi-sivi ekstraksiyonuyla elde
edilen ekstraktin tiimii katesin tiirlerine ait degildir. Ekstrakt i¢indeki katesin tiirlerinin
yiizde oranlarindan yararlanilarak dogru bir degerlendirme yapmak miimkiin olacaktir. Bu
amagla tlim Orneklerin igerik yiizdeleri hesaplanarak Tablo 3.2, 3.3 ve 3.4’te verilmistir.
Yas ¢ay oOrnekleri i¢in Tablo 3.2’ye bakildiginda calisilan 6rnek tiirlerinin hepsinde en
basarili ekstraksiyonun yas olarak calisilan 6rneklerde oldugu net olarak sdylenebilir.

Her ti¢ siirlimde de yas olarak ekstre edilen 6rneklerden %1,11 (L. siirtim), %1,91 (IL.
siirim) ve %1,90 (IlLstriim) ekstrakt verimleri elde edilirken bu ekstraktlarin katesin
igerikleri sirasiyla %100 (I. siirim), %84,19 (II. striim) ve %93,15 (III. siiriim)’dir.
Tablonun son satirinda yer alan ve yas cay orneklerinden ekstre edilebilen toplam katesin

yiizdeleri agisindan da yas Orneklerin islenmesi en yiiksek verimleri saglamaktadir.
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Ozellikle III. siiriim yas c¢aydan %1,76’ya varan %93,15 saflikta katesin ekstrakt: elde
edilmistir. Kuru ve dondurulmus orneklerden elde edilen ekstraktlarin safligi sasirtici
derecede diisiik bulunmustur. Tiim bu verilerden yola ¢ikarak cay Orneklerinin

toplandiktan hemen sonra ekstre edilmesi gerekir sonucuna ulasilir.

Tablo 3.2. 2012 Yil1 yas ¢ay 6rneklerinin ekstrakt miktarina gore katesin yiizdeleri

2012 Yas Cay Ornekleri

Icerik (%) L. Siiriim I1. Siiriim I11. Siiriim

YCY |YCK |YCD |YCY |YCK |YCD |YCY |YCK |YCD
Kafein - 0,01 - 0,03 | 0,22 | 0,05 | 0,02 | 0,07 | 0,01
EGC 0,47 | 0,47 | 0,20 | 0,62 | 0,14 | 0,57 | 0,60 | 0,21 | 0,01
C 032 | 016 | 0,20 | 0,39 | 0,15 | 0,74 | 0,46 | 0,06 | 0,02
EC 0,23 | 0,23 | 0,07 | 0,21 | 0,13 | 0,35 | 0,33 | 0,09 | 0,01
EGCG 0,14 | 0,24 | 0,07 | 0,34 | 0,04 | 0,36 | 0,35 | 0,28 -
Toplam Katesin Icerigi 1,11 | 103 | 047 | 161 | 0,70 | 2,10 | 1,77 | 0,73 | 0,06
Kategin Ekstrakti* 1,11 | 152 | 091 | 191 | 590 | 452 | 190 | 2,84 | 0,66
Ekstrakt Icindeki Toplam 100 | 67,76 | 51,64 | 84,29 | 11,86 | 46,46 | 93,15 | 25,70 | 9,09
Kategin**
Caydan Ekstre Edilebilen 101 102 | 040 | 160 | 0,60 | 2,09 | 1,76 | 0,72 | 0,06
Toplam Kategin

*10g cay orneginden elde edilen ekstrakt yiizdesi
**Katesin ekstrakti igindeki igeriklerin toplam yiizdesi

Tablo 3.3’den goriilecegi gibi ¢ay atigindan daha diisiik oranlarda katesin iceren
ekstraktlar elde edilmistir. I. Siirimde %1,38 ekstrakt elde edilmis olup bunun %350’si
katesinlerdir. II. Striimde %3,78 ekstrakt verimi elde edilmesine ragmen bunun sadece

%17,19’u katesinlerdir.
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Tablo 3.3. 2012 Y1l siyah ¢ay atigiin ekstrakt miktarina gore katesin yiizdeleri

2012 Siyah Cay Atig1 (SCA)

Icerik(%) L. Stirim | II. Siirtim | III. Siiriim
GA - - -
Kafein - 0,01 -
EGC 0,03 0,33 0,24
Cc 0,02 0,07 0,03
EC 0,03 0,18 0,11
EGCG 0,60 0,04 0,03
Toplam Katesin Igerigi 0,70 0,65 0,43
Katesin Ekstrakt1* 1,38 3,78 1,10
Ekstrakt I¢indeki Toplam Kategin** 50,72 17,19 39,09
Cay Atigindan Ekstre Edilebilen Toplam Kategin 0,69 0,06 0,42

*10g ¢ay orneginden elde edilen ekstrakt ylizdesi
**Katesin ekstrakti igindeki igeriklerin toplam yiizdesi

Tablo 3.4’te goriildiigii lizere kafein tozu orneklerindeki toplam katesin miktar1 en
fazla 9%0,38 ile II. siirimde ve en az %0,06 ile III. siirimdedir. Cay atig1 orneklerinde

oldugu gibi hi¢bir amagla kullanilmayan kafein tozu orneklerinde az miktarda dahi katesin

bulunmasi 6nemli bir sonuctur.

Tablo 3.4. 2012 Y1ili kafein tozunun ekstrakt miktarina gore katesin yiizdeleri

2012 Kafein Tozu (SCK)

Igerik (%) I. Stirim | II. Stiriim | III. Stirim
GA - - -
Kafein - - -
EGC 0,10 0,05 0,01
C 0,03 0,01 -
EC 0,05 0,30 0,01
EGCG 0,01 - 0,01
Toplam Katesin 1(;erigi 0,21 0,39 0,06
Katesin Ekstrakt1* 2,74 1,55 0,43
Ekstrakt I¢indeki Toplam Katesin** 7,66 25,16 13,95
Cay Atigindan Ekstre Edilebilen Toplam Katesin 0,20 0,38 0,06

*10g ¢ay orneginden elde edilen ekstrakt yiizdesi
**Katesin ekstrakti igindeki igeriklerin toplam yiizdesi

Amaglar kisminda belirtilen gerekgeler dogrultusunda ayni1 6rneklemeler 2013 yil1 I,

II ve I1II. siirimlerde tekrar edildi.
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3.4.2013 Yili Orneklemesi Bulgulari
3.4.1. Yas Cay Orneklerinin Katesin ve Kafein Verimleri

Katesin ekstrakt verimleri Sekil 3.19’da, kafein verimleri ise Sekil 3.20°de

verilmigtir.
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Sekil 3.19. 2013 Yili L, II. ve IIL siiriim yas, kuru, dondurulmus yas cay
orneklerinin katesin verimleri
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2013 Yili yas cay Orneklerinin katesin verimlerinde 2012°den farkli veriler elde
edilmistir. En yiiksek verim %3,85 ile L. siirim kurutulmus (YCK) yas ¢ay Orneklerinden
elde edilmistir. Genel olarak siirlimler arasinda karsilastirma yapildiginda 1. siirlimiin diger
siirimlerden daha ytiksek ekstrakt verimi sagladigi agiktir.

2013 Y1l 6rneklerinin farklr siirim ve ¢ay tipine gore sicak su ekstraksiyonuyla elde

edilen kafein verimleri Sekil 3.20°de verilmistir.
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Sekil 3.20. 2013 Yih I, II. ve III. siirtim yas, kuru, dondurulmus yas ¢ay
orneklerinin kafein verimleri
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Sicak su ekstraksiyonu ile elde edilen 2013 yil1 kafein verimlerinde 2012 verimlerine
benzer egilim gozlenmistir. Sirimler aras1 karsilagtirma yapildiginda en yiiksek verimlerin
kuru olarak calisilan yas cay orneklerinden elde edildigi goriildii. Yas ve dondurulmus
olarak calisilan orneklerde ise sonuglar birbirine yakin olmasina ragmen yas orneklerin

biraz daha yiiksek verimde oldugu belirlendi.

3.4.2. Siyah Cay Atiginin (SCA) Katesin ve Kafein Verimleri

Cay atiginin igerdigi katesin ve kafein ekstrakt verimleri Sekil 3.21°de
goriilmektedir. Katesin ekstrakt verimlerinde her ii¢ siliriimde de benzer degerler elde

edilmistir. Bu veriler 2012 y1l1 L. ve IIL. siiriim verileriyle de uyumludur.
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Sekil 3.21. 2013 Y1l L, II. ve IIL. siiriim siyah c¢ay atiginin katesin ve kafein
verimleri

2013 Y1l tiim siiriimlerinden elde edilen kafein ekstrakt verimleri normal degerlerin
iki-ic katmna ¢ikmistir. Bu kadar yiiksek kafein degerleri 2012 6rneklemesinde

gozlemlenmedigi gibi literatlirde de rapor edilmemistir. Ayn1 siiriimiin yas orneklerinden
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%2’den daha diisiik kafein izole edilmesine ragmen atiklarda bu oranin %6,72’ye (1L
siirim) c¢ikmasi sasirticidir. Bunun tamamen isleme teknolojisinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Bu ekstraktlarin saf kafeinden olustugunu da belirtmek gerekir. Siirtimler
aras1 karsilagtirma yapildiginda en yiiksek verim %6,72 ile Il. siirlimde olup bunu %6,12
ile L. stiriim ve %4,55 ile I11. siirim izlemektedir.

Kafein ihtiyacinin tamamini ithalatla karsilayan bir {ilke olarak sonuglarin ne denli

degerli oldugu tartisilmazdir.

3.4.3. Kafein Tozunun (SCK) Katesin ve Kafein Verimleri

Kafein tozu ekstrakt verim degerleri Sekil 3.22°de goriilmektedir. 2012 verileriyle
uyumlu olmayan katesin ve kafein ekstrakt verimleri elde edilmistir. Ornegin 2012 kafein
tozu Orneklerinde I. siirimden III. siirime ciddi bir azalma egilimi varken 2013

orneklerinde en yiiksek katesin verimi III. siirimde elde edilmistir.
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Sekil 3.22. 2013 Yili L., II. ve III. siirim kafein tozunun katesin ve
kafein verimleri
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Kafein igerikleri agisindan degerlendirildiginde %7,31 ile L. siirtiimde, %7,01 ile III.
stirimde ve %6,93 ile II. siirimde olduke¢a yiliksek miktarlarda kafein elde edilmistir. Cay
atigina paralel olarak kafein tozlar1 da yiiksek oranda kafein igermektedir. Ulkemizde
degerlendirilmeyen kafein tozu Orneklerinin katesin ve kafein izolasyonlar1 ile katma
degeri yiiksek olan triinlere doniistiiriilerek degerlendirilmesi agisindan 6nemli sonuglar

elde edilmistir.

3.4.4. Cay Orneklerinin HPLC Analizleri ve Katesin Icerikleri

2012 Yili oOrneklerine ait HPLC kromatogramlar1 ve bu kromatogramlardan
hesaplanan katesin igerikleri Bolim 3.3.5 ve 3.3.6’da ayrintili oarak verilmistir. 2013
orneklemeleri i¢in HPLC kromatogramlar1 verilmeden hesaplanan katesin igerikleri
asagida verilmistir. Yas cay orneklerinin katesin icerikleri Sekil 3.23’de verilmistir.

Her ii¢ siirimde de 2012 ekstraktlarindan daha yiiksek katesin miktarlar
belirlenmistir. Ozellikle kuru ve yas drnekler ¢ok yiiksek katesin igeriklerine sahiptir. I.
stiriimde kuru olarak ¢alisilan 6rneklerin oldukca yliksek miktarda oldugu belirlendi. Cay
katesinlerinden en Onemlisi olan EGCG miktar1 kuru oOrnekte yaklagtk 20 mg’a
ulagmaktadir. EC icerigi YCY, YCK, YCD orneklerinde de oldukga yiiksektir. Ayrica tiim
orneklerde EGC belirlenmistir.
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Sekil 3.23. 2013 Yili L., II. ve IIL. siiriim yas ¢ay 6rneklerinin katesin icerikleri

Cay atiginin katesin igerikleri Sekil 3.24’den de goriilecegi gibi son derece diisiiktiir.

Tiim tiirevlerin miktar1 2 mg’1n altindadir.



81

8 - 2013-SCA
6 |
< .
8 4 - B [.Stiriim
g ® [1.Siirtim
a 2 - B [11.Stirtim
0 | Mmm_ | | I | . [
C EC

GA Kafein EGC EGCG

Sekil 3.24. 2013 Yili L, IL. ve II. siiriim siyah ¢ay atiginin katesin icerikleri

l.ve II. Siirim kafein tozu ornekleri 2012 orneklerinden ¢ok daha diisiikken III.

stirimde 6nemli derecede EC, EGCG ve EGC belirlenmistir (Sekil 3.25).

8 - 2013-SCK
6 _
N~ m [.Siirim
o 4 -
R m [1.Sirim
L0
%ﬂ 5 B III.Strim
0 - Ml , I , ,
GA Kafein EGC C EC EGCG

Sekil 3.25. 2013 Yili L, II. ve III. siiriim kafein tozunun katesin icerikleri

3.4.5. 2013 Yili Orneklemesi Genel Degerlendirme

2013 Y11 6rneklemelerinin igerik yiizdeleri Tablo 3.5, 3.6 ve 3.7 de verilmistir.
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Tablo 3.5. 2013 Yil1 yas ¢ay 6rneklerinin ekstrakt miktarina gore katesin yiizdeleri

2013 Yas Cay Ornekleri

Icerik(%) L.Siiriim I1.Siiriim II1.Siiriim
YCY | YCK | YCD | YCY | YCK | YCD | YCY | YCK | YCD
GA - - - 0,01 - - - 0,01 -
Kafein - - - - - - - 0,02 -
EGC 0,32 | 0,67 | 0,45 | 0,16 | 0,24 | 0,02 | 0,41 | 0,04 | 0,07
C - - - - - - - - 0,04
EC 1,20 | 192 | 1,21 | 0,84 | 0,63 | 0,26 | 1,07 | 0,50 | 0,75
EGCG 1,16 | 1,26 | 1,01 | 1,09 | 0,99 | 0,25 | 1,16 | 0,73 | 0,55
Toplam Katesin Icerigi 2,71 | 385 | 198 | 2,12 | 1,80 | 0,56 | 2,27 | 1,32 | 1,45
Katesin Ekstrakti* 2,77 | 3,85 | 1,98 | 252 | 2,05 | 156 | 2,17 | 2,02 | 2,13
Ekstrakt Icindeki Toplam 97,83 | 100 | 100 | 84,12 | 87,80 | 35,89 | 100 | 65,34 | 68,07
Kategin**
Caydan Ekstre Edilebilen 2,70 | 385 | 198 | 2,11 | 1,80 | 0,56 | 2,47 | 1,31 | 145
Toplam Katesin

*10g ¢ay orneginden elde edilen ekstrakt yiizdesi
**Katesin ekstrakti igindeki igeriklerin toplam yiizdesi

2012 Verileriyle uyumlu olarak yas ¢ay 6rneklerinin yas olarak islenmesi %97,83 (1.
stirim), %384,12 (II. sirim) ve %100 (III. siiriim) katesinden olusan ekstraktlar
vermektedir. Yas ¢aydan elde edilen ekstrakt verimleri de oldukga iyidir (sirasiyla %2,77;
%2,52 ve %2,17). |. stirimde kurutulmus ve dondurulmus 6rneklerde %100 katesinden
olusan ekstraktlar elde edilmistir. Beklendigi iizere ¢ay atifindan ¢ok diislik oranda katesin

igeren ekstratlar elde edilmistir.

Tablo 3.6. 2013 Y1l siyah ¢ay atiginin ekstrakt miktarina gore katesin ytlizdeleri

2013 Siyah Cay Atig1

Igerik(%) LSirim | I1.Strim | II.Strim
GA 0,04 0,04 0,03
Kafein - - -
EGC - - -
C 0,17 - -
EC 0,18 0,16 -
EGCG 0,08 0,07 0,03
Toplam Katesin I(;erigi 0,48 0,27 0,07
Katesin Ekstrakti* 1,73 1,65 1,62
Ekstrakt k:indeki Toplam Kategin** 27,74 16,36 4,32
Cay Atigindan Ekstre Edilebilen Toplam Katesin 0,48 0,26 0,06

*10g ¢ay orneginden elde edilen ekstrakt yiizdesi
**Katesin ekstrakti igindeki i¢eriklerin toplam yiizdesi
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2013 Y1l kafein tozu orneklerinin katesin igeriklerine gore (Tablo 3.6) sadece III.
stiriim 6rneklerinde dikkate deger oranda katesin bulunmaktadir. Ekstrakt veriminin %2,27
oldugu bu siirimde ekstraktin hemen hemen yaris1 katesinlerden Ozellikle de EC ve

EGCG’dan olusmaktadir.

Tablo 3.7. 2013 Y1l kafein tozunun ekstrakt miktarina gore katesin yiizdeleri

2013 Kafein Tozu

Icerik (%) L.Siirtim | I1.Siirtim | II1.Siirtim
GA 0,04 0,03 0,05
Kafein - - -
EGC - - 0,19
C - - -
EC - - 0,52
EGCG 0,02 0,04 0,29
Toplam Katesin k:erigi 0,08 0,07 1,06
Kategin Ekstrakti* 1,80 1,44 2,27
Ekstrakt I¢indeki Toplam Kategin** 4,44 4,86 46,70
Cay Atigindan Ekstre Edilebilen Toplam Katesin 0,08 0,07 1,06

*10g ¢ay orneginden elde edilen ekstrakt yiizdesi
**Katesin ekstrakti igindeki igeriklerin toplam yiizdesi

3.5.2014 Yili Orneklemesi Bulgular

2012 ve 2013 Y1l 6rneklemelerinde yas cay Orneklerinin yas veya kuru olarak sicak
su ekstraksiyonunda benzer veriler elde edilmektedir. Bu bulgudan hareketle 2014 yilinda

sadece kurutulmus yas ¢ay 6rnekleri, atik cay ve kafein tozu 6rnekleriyle calisildi.

3.5.1. Yas Cay Orneklerinin (YCK) Katesin ve Kafein Verimleri

Kurutulmus yas ¢ay orneklerinde 1., II. ve III. siirimde 2013 verilerine benzer veriler
elde edilmistir. Ancak 2014 katesin ekstrakt verimleri ¢ok daha ytliksek olup 1. siirlimde
%6,50’ye ulagsmustir (Sekil 3.26). Bu ii¢ yillik izlemede elde edilen en yiiksek katesin

ekstrakt verimidir.
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Sekil 3.26. 2014 Yili L., II. ve IIL siliriim kurutulmus yas ¢ay orneklerinin
katesin ve kafein verimleri

Kafein verimleri beklenen aralikta olup I. siirtimde %1,90 degerindedir.

3.5.2. Siyah Cay Atigimin (SCA) Katesin ve Kafein Verimleri

2014 Yili siyah cay atig1 6rnekleri katesin ekstrakti verimi agisindan incelendiginde
en yiiksek verimin I. slirlimde (%2,10) ve en diisiik verimin III. siirimde (%1,23) elde
edildigi belirlendi (Sekil 3.27). Katesin verimleri 2012 ve 2013 verileriyle uyum i¢indedir.
Kafein verimleri 2012°den yiiksek iken 2013 verimlerine benzer bulunmustur (Sekil 3.27).
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Sekil 3.27. 2014 Yili L, II. ve III. siirim siyah ¢ay atiginin katesin ve
kafein verimleri

I. Stirimden %5,36, 1I. siiriimden %4,78 ve III. siiriimden %3,70 ekstrakt verimleri

elde edildi.

3.5.3. Kafein Tozunun (SCK) Katesin ve Kafein Verimleri

Kafein tozunun katesin ve kafein ekstrakt verimleri Sekil 3.28” de verilmistir.
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Sekil 3.28. 2014 Yili L, IL. ve III. siirim kafein tozunun katesin ve kafein
verimleri

Sicak su ekstraksiyonuyla elde edilen katesin verimleri degerlendirildiginde (I.
stirimde %2,12, II. siirimde %1,75 ve IIL. siiriimde %1,24) 2013 ile uyumlu oldugu

sOylenebilir.

Sicak su ekstraksiyonuyla elde edilen kafein ekstrakti verimlerinin I. siirimde %7,20,
II. siirimde %6,68 ve III. siirlimde %5,56°d1r. Siyah ¢ay atiginda oldugu gibi kafein tozu
orneklerinde de kafein verimleri oldukga yiiksektir. 2013 ve 2014 verileri gdz Oniine
alindiginda kafein iceriginin oldukga yiiksek oldugu ve bunun rastgele bir artis olmadigi

aciktir.

3.5.4. Cay Orneklerinin HPLC Analizleri ve Katesin Icerikleri

2014 Yili drneklemeleri i¢in HPLC kromatogramlart verilmeden hesaplanan katesin
igerikleri Sekil 3.29, 3.30 ve 3.31°de verilmistir.

Sekil 3.29’dan da goriilecegi gibi 2014 yilinda kurutulmus yas caydan elde edilen
katesin ekstraktlar yliksek oranda EGC igermektedir.
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Sekil 3.29. 2014 Yili I, II. ve III. siirim kurutulmus yas ¢ay Orneklerinin katesin
icerikleri

I. ve II. Siirtimde ¢ok yliksek oranda EGC tespit edilmistir. I. Siirlim ekstraktinda 80
mg, II. stirlim ekstraktinda ise yaklasik 50 mg mevcuttur. III. Siirlimde yaklasik 10 mg, 1.
stirimde 6 mg ve IIL. siirimde 4 mg EGCG bulundugu belirlenmistir. Diger tiirler kadar
yiiksek olmasa da III. slirimde 7 mg, I. stirimde 2 mg ve II. sirimde 1 mg EC
belirlenmistir.

Cay atiginin ¢ogunlukla EC icerdigi (Sekil 3.30) ekstrakt icindeki miktarinin 2013’e
gore cok daha yiiksek oldugu agiktir.

15 1 2014-SCA
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;“;) m[. Siirim
o0 m [I. Stirim
w 5 T .. ..
g B I1I. Siiriim
0 T T _ T T

GA  Kafein EGC C EC EGCG

Sekil 3.30. 2014 Yili L, II. ve III. siiriim siyah c¢ay atiginin katesin igerikleri

Kafein tozunun katesin icerigi de 2014 yilinda maksimum diizeye ¢ikmistir (Sekil
3.31). Her ii¢ siirtimde de baskin tiir EC’dir.
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Sekil 3.31. 2014 Yili L., II. ve IIL. siiriim kafein tozunun katesin icerikleri

3.5.5. 2014 Yili Orneklemesi Genel Degerlendirme

2014 Y1l 6rneklemelerinin icerik yiizdeleri Tablo 3.8, 3.9 ve 3.10’da verilmistir.

Tablo 3.8. 2014 Yili yas cay orneklerinin ekstrakt miktarina gore katesin yiizdeleri

2014 Yas Cay

Icerik (%) LStrim | ILStrtim | IHI.Strtim
GA - - 0,02
Kafein - - 0,03
EGC 6,16 4,70 0,06
Cc 0,60 0,05 -
EC 0,20 0,12 0,66
EGCG 0,58 0,36 0,97
Toplam Katesin R;erigi 6,52 491 1,76
Kategin Ekstrakti* 6,52 491 2,71
Ekstrakt Icindeki Toplam Katesin** 100 100 64,94
Caydan Ekstre Edilebilen Toplam Katesin 6,52 491 1,76

*10g cay orneginden elde edilen ekstrakt ytlizdesi
**Katesin ekstrakti i¢indeki igeriklerin toplam yiizdesi

Tablo 3.8’de goriilecegi gibi kurutulmus Orneklerin I. ve II. siirim ekstraktlari
tamamen katesinlerden olusmaktadir. %6,52 katesin ekstraktinin tamami katesinlerden

olustugu i¢in ¢ok basaril bir ekstraksiyonla ayirma yapildigi sdylenebilir.
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Cay atiginda daha diisiik verimler olmasina karsin I. siiriimden 2013 verilerinden ¢ok
daha saf (%95,54) ve yiiksek verimli (%1,57) katesin ekstrakt1 elde edilmistir. Bu oranlar
II. ve III. stiriimde daha diistiktiir.

Tablo 3.9. 2014 Y1il1 siyah ¢ay atiginin ekstrakt miktarina gore katesin ytizdeleri

2014 Siyah Cay Atig1

Icerik(%) L. Stirtim | II. Siiriim | II1. Siirim
GA - - -
Kafein - - -
EGC 0,08 0,06 0,04
C 0,02 0,02 0,01
EC 1,29 0,74 0,54
EGCG 0,10 0,08 0,06
Toplam Katesin k:erigi 1,50 0,92 0,67
Katesin Ekstrakt1* 1,57 1,20 1,00
Ekstrakt igindeki Toplam Kategin** 95,54 76,66 67,00
Cay Atigindan Ekstre Edilebilen Toplam Katesin 1,50 0,91 0,67

*10g cay orneginden elde edilen ekstrakt yiizdesi
**Katesin ekstrakt1 igindeki igeriklerin toplam yiizdesi

2014 Y1l kafein tozu 6rneklerinin katesin ylizdeleri incelendiginde diger yillara gore
en yiksek degerine ulagmistir. II. Siiriimde %0,88, III. siiriimde %0,79 ve L. siirlimde

9%0,73 oraninda katesin verimleri elde edilmistir.

Tablo 3.10. 2014 Y1l1 kafein tozunun ekstrakt miktarina gore katesin yiizdeleri

2014 Kafein Tozu

Icerik(%) I. Stirtim | II. Siiriim | III. Siirim
GA - - -
Kafein - - -
EGC 0,06 0,06 0,05
C 0,01 0,01 0,01
EC 0,62 0,78 0,70
EGCG 0,03 0,02 0,02
Toplam Katesin Igerigi 0,74 0,89 0,79
Kategin Ekstrakti* 1,50 1,39 1,28
Ekstrakt Icindeki Toplam Kategin** 49,33 64,02 61,71
Cay Atigindan Ekstre Edilebilen Toplam Katesin 0,73 0,88 0,79

*10g cay orneginden elde edilen ekstrakt yiizdesi
**Katesin ekstrakt1 igindeki igeriklerin toplam yiizdesi
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3.6. SFE Yonteminin Optimizasyonu

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu i¢in hangi sartlarda ekstraksiyonun uygun
oldugunu belirlemek amaciyla yontem optimizasyonu yapildi. SFE’de basing, sicaklik,
zaman, modifiyer miktar1 gibi parametreler degistirilerek ekstrakt miktarinin en yiiksek
verimle elde edildigi sartlar belirlendi. CO; siiperkritik akigkaninin basing ektraksiyon
sicakligr ve ekstraksiyon siiresi parametreleri degistirilerek Orneklerden kafein ayirma
optimizasyonu yapildi. Basinglar 100, 200, 250, 300 bar; ektraksiyon sicaklig1 30, 40, 50,
60 °C ve ekstraksiyon siiresi de 1, 2, 3, 5 saat olarak bir seri ¢alisma yapildi. Katesinlerin
SFE ile ekstraksiyonunda ortamda yalnizca siiperkritik akiskan CO’in bulunmasi polarite
yoniinden yeterli olmadig1 i¢in ortama polariteyi artirici ilave ¢dziicii (modifiyer) eklendi.
Bu amagcla modifiyer olarak etanol kullanildi ve CO;, optimizasyonu sartlarinda 0,2; 0,3;

0,4 ve 0,5 mL etanol modifiyerli sistemde katesin ekstraksiyonu optimize edildi.

3.6.1. Modifiyersiz Yontem Bulgular

Calismanin bu kisminda once basing sabit tutulup ekstraksiyon sicakliklari
degistirildi. Farkli sicakliklarda 1, 2, 3, 5 saatlik ekstraksiyon siirelerinde elde edilen kafein
verimleri (% a/a) hesaplandi. SFE siiresince CO7’in akis hiz1 10 g/dk olarak sabit tutuldu
ve 10 g ‘lik kuru 6rnekler ile ¢aligildi. Elde edilen veriler herbir basing igin ayr1 ayr1 Sekil
3.32-3.35’te verilmistir.
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Sekil 3.32. 100 Bar basingta, farkli sicakliklarda ve siirelerde elde edilen kafein yiizdeleri
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Sekil 3.33. 200 Bar basingta, farkli sicakliklarda ve siirelerde elde edilen kafein yiizdeleri
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Sekil 3.34. 250 Bar basingta, farkli

sicakliklarda ve sirelerde elde edilen kafein

yiizdeleri
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Sekil 3.35. 300 Bar basingta, farkli sicakliklarda ve siirelerde elde edilen kafein yilizdeleri
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Basincin 100 Bar’dan 250 Bar’a ¢ikarilmasi ekstrakt veriminde artisa neden
olmustur. 300 Bar’da ise 250 Bar ile elde edilen verimlerden daha diisiik verimler elde
edildi. Grafik sonuglar1 degerlendirildiginde 250 Bar, 60 °C ve 3 saat SFE calisma
sartlarinda %1,80 kafein verimi en yiiksek deger olarak elde edildi. Bu nedenle kafein

ekstraksiyonu i¢in bu sartlar optimum degerler olarak kabul edildi.

3.6.2. Modifiyerli Yontem Bulgular:

Modifiyerli sistemde degisken sayist dort oldugundan (basing, sicaklik, siire,
modifiyer, hacmi) her uygulamada siireyi sabit tutarak (3 saat) degisen basing, sicaklik ve
akis hizinin katesin verimlerine etkisi belirlendi. Buradan modifiyersiz sistem ile kafeini
uzaklastirilan 6rneklerle devam edildi. CO, akis hiz1 10 g/dk, modifiyer etanoliin akis hiz1
ise 0,2-0,5 mL/dk araliginda tutuldu. Elde edilen katesin verimleri Sekil 3.36-3.39°da

verilmigtir.
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Sekil 3.36. 100 Bar basingta farkli sicaklik ve modifiyer oranlarinda katesin yiizdeleri
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Sekil 3.37. 200 Bar basingta farkl sicaklik ve modifiyer oranlarinda katesin yiizdeleri
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Sekil 3.38. 250 Bar basingta farkl sicaklik ve modifiyer oranlarinda katesin yiizdeleri
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Sekil 3.39. 300 Bar basincta farkl sicaklik ve modifiyer oranlarinda katesin yiizdeleri

Modifiyerli sistemde de basincin ve sicakligin artirilmasi ekstrakt verimini artirdi.
Modifiyer hacminin artirilmasi diisiik basni¢ ve sicakliklarda 6nemli bir katki yapmazken
(Sekil 3.36 ve 3.37) 250 bar basing ve 60 °C sicaklikta 0,5 mL/dk etanol ile maksimum
katesin verimi elde edildi. Katesin ekstraksiyonu i¢in optimum sartlar olusturulmus oldu.

Elde edilen kafein ve katesin verimleri ayn1 drnegin sicak su ekstraksiyonuyla elde
edilen verileri ile karsilastirildi. Ayrica ekstraksiyon sonrasi kalint1 ¢ay orneklerinin sicak

su ekstraksiyonu yapilarak kalint1 kafein ve katesin olup olmadig da test edildi.

3.7.2013 Yili Cay Orneklerinin SFE Analizleri

Boliim 3.6°da detaylar1 verilen optimizasyon ¢aligmalar1 dogrultusunda gelistirilen
yontem kurutulmus yas cay, cay atig1 ve kafein tozu 6rneklerine uygulandi. SFE cihazinin
alimi ve yOntemin optimizasyon calismalari tamamlandiktan sonra 2013 O&rneklerine

uygulandi.
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3.7.1. Yas Cay Orneklerinin (YCK) Katesin ve Kafein Verimleri

Kurutulmus yas cay orneklerinin (YCK) SFE ile ayrilan katesin ve kafein ekstrakt

verimleri Sekil 3.40°da goriilmektedir.
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Sekil 3.40. 2013 Yili yas cay orneklerinin SFE ile elde edilen katesin ve
kafein verimleri

2013 Yili yas c¢ay oOrneklerinin SFE ile elde edilen katesin verimleri
degerlendirildiginde en yliksek verimin %2,50 ile I. siiriimden elde edildigi, II. ve III.
stirlimlerin katesin ekstrakt verimlerinin birbirine ¢ok yakin ve %2 oldugu belirlendi.

Ayni 6rnegin sicak su ekstraksiyonu verimleri Sekil 3.19°da verilmistir. SFE ve sicak
su ekstraksiyon verimleri uyum i¢indedir. Sadece I. siirimde SFE ile biraz daha diisiik
veriler elde edilmistir.

SFE ile elde edilen kafein ekstrakt miktarlar1 karsilastirildiginda en yiiksek verimin
%1,50 ile I. siirlimden, daha sonra sirasiyla III. siirtim ve II. siiriimden yaklasik %1 lerde

verim elde edildigi bulundu. Kafein verimleri Sekil 3.20’de YCK igin verilen degerler ile
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uyumludur. Bu da SFE ekstraksiyonunun basarili oldugunun gostergesidir. Herhangi bir

¢oziicli kullanilmaksizin SFE ile kafein ve katesin ekstraktlari elde edilebilmektedir.

3.7.2. Siyah Cay Atiginin (SCA) Katesin ve Kafein Verimleri

Cay atigindan 250 bar basing 60 °C sicaklik ve 3 saatlik modifiyersiz CO, SFE ile
elde edilen kafein verimleri ve ayn1 sartlarda 0,5 mL/dk etanol modifiyeri ile elde edilen

katesin verimleri Sekil 3.41°de verilmistir.
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Sekil 3.41. 2013 Yili siyah ¢ay atigmin SFE ile elde edilen katesin ve
kafein verimleri

Biitiin stiriimlerde katesin ekstrakt verimleri %2 nin altindadir. Literatiirle ve sicak su
ekstraksiyonuyla karsilastirildiginda literatiirden daha diisiik fakat ¢oziicii ekstraksiyonuyla
uyumlu sonuglar elde edilmistir. Kafein agisindan incelendiginde ise verimler son derece

diistiktiir.
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3.7.3. Kafein Tozunun (SCK) Katesin ve Kafein Verimleri

2013 Y1l kafein tozu orneklerinin SFE ile elde edilen katesin ve kafein verimleri

Sekil 3.42°de verilmistir.
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Sekil 3.42. 2013 Y1l kafein tozunun SFE ile elde edilen katesin ve kafein
verimleri

Katesin  verimleri  %?2’nin  altindadir fakat sicak su ekstraksiyonuyla
karsilastirildiginda SFE  ekstraksiyonuyla uyumlu sonuglar elde edilmistir. Kafein
acisindan degerlendirildiginde sicak su ekstraksiyonu ve literatiire gore oldukg¢a diigiik

verimler elde edilmistir.

3.7.4. Cay Orneklerinin HPLC Analizleri ve Katesin Icerikleri

SFE ile elde edilen ekstraktlarin HPLC analizleri yapilarak daha dnceki boliimlerde
oldugu gibi katesinlerin miktarlar1 belirlendi. YCK i¢in kromatogramlar Sekil 3.43°te, tiim

orneklerin katesin miktarlart ise Sekil 3.44°de verilmistir. Siyah ¢ay ati1 ve kafein tozu
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ornekleri i¢in elde edilen HPLC kromatogramlari verilmeden sadece elde edilen katesin ve

kafein miktarlar1 belirtilmistir.
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Sekil 3.43. 2013 Yili L, II. ve IIL. siiriim kurutulmus yas ¢ay orneklerinin SFE ile elde
edilen ekstraktlarinin HPLC-B metodu ile elde edilen kromatogramlari
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Sekil 3.44. 2013 Yili L, II. ve IIL. silirim ¢ay Orneklerinin SFE ekstraktlarinin
katesin igerikleri
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Yas cay oOrneklerinde agirlikli olarak EC ve EGCG ekstrakte edilmistir. YCK
orneklerinde 1. siirlimde 12 mg, III. siirimde 7 mg ve IL. siirimde 3,50 mg EC mecvuttur.
EC’den sonra yogunluklu olarak belirlenen tiir EGCG’tir. Diisiik miktarlarda EGC ve C de
belirlenmistir.

2013 Yihi siyah cay atig1 orneklerine yapilan SFE sonrast HPLC analizinde en
yiiksek igerik tiim siiriimlerde EC olarak belirlendi. Bu deger III. Siiriimde yaklasik 10 mg
ile en yiiksek katesin miktaridir. Diisiik miktarlarda EGC ve EGCG de belirlenmistir.

Calisilan kafein tozu 6rnekleri i¢in SFE sonrast HPLC analizinde sirasiyla I. stiriimde
11 mg, II. siirimde 10 mg ve IIL siirimde 8 mg EC belirlenmistir. Belirlenebilen diger

tiirler yaklasik 1 mg ile EGC, EGCG, C’dir.

3.7.5. 2013 Y1l SFE Genel Degerlendirme
SFE ile ayrilan katesin ekstraktlarinin igerdigi toplam katesin yiizdelerinin ve

ornekten ekstre edilebilen katesin yiizdelerini gosteren veriler Tablo 3.11-3.13’de

verilmistir.

Tablo 3.11. 2013 Yili kurutulmus yas cay Orneklerinin SFE ile elde edilen katesin

yiizdeleri
2013 SFE Yas Cay

Icerik (%) L.Siirim I1.Siiriim I1.Siirtim
GA - 0,02 -
Kafein - 0,02 0,02
EGC 0,10 0,01 0,05
C 0,01 0,01 0,01
EC 1,16 0,35 0,67
EGCG 0,48 0,27 0,14
Toplam Katesin I¢erigi 1,78 0,70 0,90
Kategin Ekstrakti* 2,50 2,03 1,99
Ekstrakt I¢indeki Toplam Katesin** 71,20 34,48 4522
Caydan Ekstre Edilebilen Toplam Katesin 1,78 0,70 0,90

*10g cay orneginden elde edilen ekstrakt yilizdesi
**Katesin ekstrakti igindeki iceriklerin toplam yiizdesi

Tablo 3.11°e gore I. siirimden %2,50 katesin ekstrakti elde edilmis ve bunu

%71,28’sini katesinler olusturmaktadir. Bu oran diger siirlimlerde daha diisiiktiir.
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Tablo 3.12. 2013 Yili siyah ¢ay atiginin SFE ile elde edilen katesin yiizdeleri

2013 SFE Siyah Cay Atig1

Icerik (%) LSiiriim | ILSiiriim | III.Siiriim
GA - - -
Kafein - - -
EGC 0.04 0.05 0.05
C 0.01 0.01 0.01
EC 0.58 0.73 0.84
EGCG 0.03 0.04 0.03
Toplam Katesin R;erigi 0,70 0,95 1,10
Katesin Ekstrakt1* 0,70 0,95 1,10
Ekstrakt Icindeki Toplam Katesin** 100 100 100
Cay Atigindan Ekstre Edilebilen Toplam Katesin 0,70 0,95 1,10

*10g ¢ay orneginden elde edilen ekstrakt yilizdesi
**Katesin ekstrakti igindeki igeriklerin toplam yiizdesi

Yine Tablo 3.12 verilerine gore %0,70 verimle ¢ok diisiik ekstrakt verimi elde

edilmesine ragmen bu ekstrakt ¢ogunlugu EC’den olusan oldukga saf bir ekstraktir.

Kafein tozu orneklerinin SFE ekstraksiyonunda I. siirimde %1,40 verimle elde

edilen katesin ekstraktinin %94,28°1 EC yoniinden zengindir.

Tablo 3.13. 2013 Y1l kafein tozunun SFE ile elde edilen katesin yiizdeleri

2013 SFE Kafein Tozu

Icerik (%) L.Strim | ILStrim | IIL.Sitirim
GA - - -
Kafein - - -
EGC 0,05 0,04 0,04
Cc 0,02 0,02 0,01
EC 1,13 0,99 0,84
EGCG 0,10 0,09 0,08
Toplam Katesin Igerigi 1,32 1,15 0,98
Katesin Ekstrakt1* 1,40 1,30 1,25
Ekstrakt I¢indeki Toplam Katesin** 94,28 88,46 78,40
Caydan Atigindan Ekstre Edilebilen Toplam Katesin 1,31 1,14 0,98

*10g ¢ay orneginden elde edilen ekstrakt ylizdesi
**Katesin ekstrakti icindeki i¢eriklerin toplam yiizdesi
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Atiklardan ayrilan kafein ekstraktlarinin analizinde saf kafein icerdigi belirlenmistir.
Ancak sicak su ekstraksiyonunda %6-7’e varan kafein izolasyonu bu yontemde elde

edilememistir. SFE katesinlerin izolasyonunda oldukca basarili iken kafein izolasyonunda

zayif kalmistir.
3.8. 2014 Yili Cay Orneklerinin SFE Analizleri
Optimize edilen SFE yontemi 2014 yil1 6rneklerine de uygulandi.
3.8.1. Yas Cay Orneklerinin (YCK) Katesin ve Kafein Verimleri

Kurutulmus yas ¢ay orneklerinin (YCK) SFE ile ayrilan katesin ve kafein ekstrakt

verimleri Sekil 3.45°te gortilmektedir.

SFE-YCK

Ekstrakt Yiizdesi %
(a/a)

5 . m Katesin
O T T ._!

I. Sirim II. Strim III. Strim

SFE-YCK

m Kafein

o..-.L

I. Stirim II. Sturim [I. Stirim

Ekstrakt Yiizdesi %
(a/a)
N

Sekil 3.45. 2014 Y1l yas cay orneklerinin SFE ile elde edilen katesin ve
kafein verimleri

2014 Yil1 yas ¢ay orneklerinin SFE ile analizi sonucu elde edilen katesin miktarlar1 1.

stirimde %2’nin Ustlindedir. II. ve III. Siirlim ekstrakt verimleri birbirine yakin sonuglar
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vermistir. Kafein ekstraktlar1 agisindan degerlendirildiginde en yiiksek verim I. siiriimden

alinmistir. Sirastyla II1. ve IL. siirtimlerde de yaklasik %1 katesin elde edilmistir. Bu veriler

2013 verileriyle tam uyum i¢indedir.

3.8.2. Siyah Cay Atiginin (SCA) Katesin ve Kafein verimleri

2014 Y1l siyah ¢ay atig1 6rneklerinin SFE ile elde edilen katesin ve kafein verimleri

Sekil 3.46°da verilmistir.

SFE-SCA
2 6
2
s 4
= h
=3
‘xf_’ 5 m Katesin
¢, 0 m
I. Siiriim  II. Siirtiim  III. Siiriim
SFE-SCA
S,
Z
=
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SV .
e m Kafein
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2 ol N e e
L
I. Sirtim II. Siirtim III. Siirtim

Sekil 3.46. 2014 Yili siyah cay atifinin SFE ile elde edilen katesin ve
kafein verimleri

Katesin verimleri goz Oniine alindiginda biitiin siiriimlerde %2 ’nin altinda iken,

kafein verimleri ise %1’in altinda bulunmustur.
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3.8.3. Kafein Tozunun (SCK) Katesin ve Kafein Verimleri

2014 Y1l kafein tozu 6rneklerinin SFE ile edlde edilen katesin ve kafein verimleri

Sekil 3.47°de verilmistir.

SFE-SCK
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Sekil 3.47. 2014 Yili kafein tozunun SFE ile elde edilen katesin ve kafein
verimleri

2014 Yili kafein tozu 6rneklerinin SFE ile analizi sonucunda elde edilen katesin
ekstrakti miktarlarina bakildiginda biitiin stirlimlerden %2’ye ve birbirine yakin sonuglar
elde edilmistir. Kafein tozundan SFE ile katesin ekstrakti elde edebilmek hig
degerlendirilmeyen {irlin olan kafein tozlari i¢in 6nemli bir sonugtur. Kafein verimlerine
bakildiginda sicak su ekstraksiyonuyla karsilastirildiginda oldukga diisiik sonuglar elde

edilse de siiriimler arasindaki sonuglar birbirine yakindir.
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3.8.4. Cay Orneklerinin HPLC Analizleri ve Katesin Icerikleri

SFE ile elde edilen ekstraktlarin HPLC analizleri yapilarak daha 6nceki boliimlerde
oldugu gibi katesinlerin miktarlar1 belirlendi. YCK i¢in kromatogramlar Sekil 3.48°de tiim
orneklerin katesin miktarlar1 ise Sekil 3.49°da verilmistir. Siyah cay ati§1 ve kafein tozu
orneklerinin HPLC kromatogramlar1 verilmeden sadece kafein ve katesin verimleri

belirtilmistir.

1Srim YCK

T Sirfim-YCK

Y EGCG 200

I Siirim-YCK

EGCG

AN

Sekil 3.48. 2014 Yili L, II. ve IIL. siirim yas cay Orneklerinin SFE ile elde edilen
ekstraktlarinin HPLC-B metodu ile elde edilen kromatogramlari
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Sekil 3.49. 2014 Yili L, II. ve III. siiriim ¢ay Orneklerinin SFE ile elde edilen
ekstraktlarinin HPLC igerikleri

Yas c¢ay oOrneklerinde agirlikli olarak EC ve EGCG ekstre edilmistir. YCK

orneklerinde III. siiriimde 12 mg, 1. slirlimde 10 mg ve II. siiriimde 8 mg EC mevcuttur.
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EC’den sonra yogunluklu olarak EGCG tiirti bulunmaktadir. Diisiik miktarlarda EGC ve C
de belirlenmistir.

2014 Yili gay atig1 orneklerine yapilan SFE sonrast HPLC analizinde en yiiksek
icerik tiim siirimlerde EC olarak belirlendi. II. stiriimde 8 mg, III. siirimde 5 mg, L
stirimde 4 mg EC tiirevi belirlendi.

Kafein tozu orneklerinin SFE sonrast HPLC analizinde g¢alisilan diger orneklerde

oldugu gibi EC tiirii en yiiksek miktarda belirlenen katesin tiirii olmustur.

3.8.5. 2014 Y1l SFE Genel Degerlendirme

SFE ile ayrilan katesin ekstraktlarinin igerdigi toplam katesin yiizdelerini ve dérnekten

ekstre edilebilen katesin yiizdelerini gosterir veriler Tablo 3.14-3.16°da verilmistir.

Tablo 3.14. 2014 Yili kurutulmus yas ¢ay Orneklerinin SFE ile elde edilen katesin

yiizdeleri
2014 SFE Yas Cay

Igerik(%) [.Stiriim I1.Siiriim II1.Stirim
GA - 0,02 -
Kafein - 0,03 0,01
EGC 0,17 0,11 0,14
C 0,01 0,03 -
EC 1,08 0,79 1,26
EGCG 0,99 0,50 0,37
Toplam Katesin Igerigi 2,28 1,50 1,82
Katesin Ekstrakti* 2,40 2,03 1,91
Ekstrakt I¢indeki Toplam Kategin** 95,00 73,90 95,30
Caydan Ekstre Edilebilen Toplam Katesin 2,28 1,50 1,82

*10g cay orneginden elde edilen ekstrakt yilizdesi
**Katesin ekstrakt: igindeki igeriklerin toplam yiizdesi

Tablo 3.14’e gore %2,40 katesin ekstrakti elde edilmis ve bunun %95,00’ini

katesinler olusturmaktadir.
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Tablo 3.15. 2014 Yili siyah ¢ay atiginin SFE ile elde edilen katesin yiizdeleri

2014 SFE Siyah Cay Atig1
Icerik (%) L.Siiriim | I1.Siiriim | IIL.Siiriim
GA - 0,04 -
Kafein 0,02 0,01
EGC 0,03 0,20 0,06
C - - 0,01
EC 0,38 0,88 0,44
EGCG 0,08 0,05 0,01
Toplam Katesin R;erigi 0,53 1,20 0,53
Katesin Ekstrakt1* 1,57 1,20 1,00
Ekstrakt R:indeki Toplam Kategin** 33,75 100 53,00
Cay Atigindan Ekstre Edilebilen Toplam Katesin 0,52 1,20 53

*10g ¢ay orneginden elde edilen ekstrakt yiizdesi
**Katesin ekstrakti igindeki igeriklerin toplam yiizdesi

Tablo 3.15 verilerine gore %0,52 verimle ¢ok diisiik ekstrakt verimi elde edilmesine

ragmen ekstrakt yogunlugu EC’den olusan oldukga saf bir ekstrakttir.

Tablo 3.16. 2014 Y1li kafein tozunun SFE ile elde edilen katesin yiizdeleri

2014 SFE Kafein Tozu

Igerik(%) L.Strim | IL.Sirim | ILStrim
GA - - -
Kafein - - -
EGC 0,08 0,06 0,06
C 0,01 0,01 0,01
EC 0,60 0,55 0,48
EGCG 0,07 0,06 0,05
Toplam Katesin I(;erigi 0,77 0,70 0,62
Katesin Ekstrakt1* 1,50 1,39 1,28
Ekstrakt k:indeki Toplam Kategin** 51,33 50,35 48,43
Cay Atigindan Ekstre Edilebilen Toplam Katesin 0,77 0,70 0,61

*10g cay orneginden elde edilen ekstrakt yiizdesi
**Katesin ekstrakti igindeki iceriklerin toplam yiizdesi
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2014 Kafein tozu Orneklerinin SFE analizi sonrast HPLC igerikleri incelendiginde
toplam katesin yiizdesi biitiin siirimlerde birbirine yakin degerlerde olup Tablo 3.16’da
goriildiigii gibidir. Kafein tozu orneklerinin SFE ekstraksiyonunda 1. siirimde %1,50
verimle elde edilen katesin ekstrakti %51,33’li EC yoniinden zengin katesin ekstraktini

olusturur.

3.9. Katesinlerin izolasyon Bulgular

Tim ekstraksiyon ve izolasyon yontemleri tamamlandiktan sonra ekstraktlardan
katesinlerin 6zellikle de EGCG’nin saflagtirilmasi igin bir seri ¢aligma yapildi. Ayrintilari
Boliim 2.3.7°de verilen kolon yontemi kullanilarak izolasyon iglemi gergeklestirildi.
Izolasyon icin yas ¢aydan elde edilen ekstraktlar kullanildi. Kolon dolgu materyali olarak
silikajel, seliiloz ve poliamid ile 6n testler yapildi. En basarili izolasyon materyali poliamid
olarak belirlendi. Daha sonra giderek artan etanol derisimine sahip su-etanol hareketli fazi
ile izolasyon yapildi. Cam kolona (2.5 cmx 50 cm) 15 g poliamid doldurularak 6nce
sartlandirma yapildi. Kolondan saf su gegirilerek hava kabarcigi kalmadan poliamid
ayirma islemine hazirlandi.

Yas cay katesin ekstrakti (1 g) poliamid kolona yerlestirildikten sonra oncelikli
olarak %100 saf su gecirilerek saflastirma islemine baslandi. Daha sonra hareketli faz %10
etanol-%90 su seklinde degistirildi. Her 50 mL’lik hacim sonrasi etanol orani %100’e
c¢ikana kadar devam edildi. Her izolasyon asamasinda ayrilan tiirlerin saptanmasi i¢in TLC
ve HPLC analizleri yapildi. Seyrelme nedeniyle TLC’de ¢ok net gézlem yapilamadigindan
HPLC ile izolasyon agamalar1 izlendi. Titiz bir izlemeyle yaklasik 300 eluent elde edildi.
Artan etanol hacimlerine Kkars: elde edilen bazi elementlerin HPLC kromatogramlar1 Sekil

3.50° de verilmistir.
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Sekil 3.50. Artan etanol yiizdelerinde ayrilan EGCG izolasyonu HPLC
kromatogramlari
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Izolasyon asamalar1 ve elde edilen katesinlerin safliklarini gdsteren veriler Tablo

3.17°de verilmistir.

Tablo 3.17. Kolon izolasyon iglemi verileri

Etanol (%) | Su (%) Saflastirilan tiir Saflik Derecesi (%)
20 80 GA, Kafein 56 GA; 44 Kafein
60 40 GA, EC 12 GA; 88 EC
65 35 GA, C, EC, EGCG 22 GA; 2 C; 34 EC; 42 EGCG
70 30 C,EGCG 1,2 C; 98,8 EGCG
75 25 EGCG 100
80 20 EGCG 100
85 15 EGCG 100

[zolasyonda &nce kafein ve gallik asit ayrilirken %60 Etanol-%40 Su karisimi ile EC
ayrilmaya baglad1. Etil alkol oran1 %65’e ulasinca diger katesinler de kolondan ayrilmaya
basladi. Etanol orant %75’e ulastiginda EGCG ayrilmaya baslad1 ve saf olarak izole edildi.
Yiiksek saflikta EGCG piyasada c¢ok yiliksek rakamlarla alici bulmaktadir. Bu anlamda

Onemli bir ticari iiriiniin izolasyonu basaril bir sekilde gergeklestirilmistir.



4. TARTISMA

¢ S1vi-Sivi Ekstraksiyon Yonteminin Segilmesi

Sekil 3.1’e bakildiginda yiliksek sicaklikla 6n islem uygulanan c¢ay Orneklerinin
kafein ve katesin verimi acisindan en diisik sonuglar1 verdigi goriilmektedir. Liang vd.,
(2007) %83 kafeini ortamdan uzaklastirdigini ve %95 katesinin demleme yapilan yaprakta
kaldigin1 savunmusglardir. Fakat bu tez calismasinda benzer sonuglar elde edilememistir.
Hu vd., (2009) yesil ¢cay orneklerinden etanol ekstraksiyonu ile EGC ve EGCG’ca zengin
ekstrakt elde edilebilecegini gostermislerdir. Yaptiklar1 ekstraksiyon sonucunda elde
ettikleri ekstrakt EGCG yoniinden %100 artmis fakat EGC yoniinden %40,38 azalmigtir.
Buradan yola ¢ikilarak yapilan ¢alismada katesin miktar1 agisindan yiiksek verimli bir
ekstraksiyon beklenirken Sekil 3.1°de kafein ve katesin verimlerine bakildiginda kafein
verimi %]1’in istiinde bir degerde olmasina ragmen bu ekstraksiyonun esas yapilma
amacina uygunluk belirlenememistir. Bazinet vd., (2007)’nin iki basamakli ekstraksiyon
yontemi EGC yoniinden %78,90 ve ikinci basamakta toplam EGCG yoniinden %47,60
artis saglamaktadir. Bu yoOntemin uygulandigi ve sonuglari Sekil 3.1°de verilen
ekstraksiyon igleminde katesin verimi %1 seviyesinde kaldigindan bu yontemin
katesinlerin izolasyonu i¢in uygun bir yontem olmadigi sonucuna varilmistir. Dong vd.,
(2011) sitrik asit ile yesil cay yapraklarmin kafeinsizlestirilmesi {iizerine yaptiklar
calismada %78,80 kafeinin yapraktan uzaklastirildigini belirlemislerdir. Kafeinin
izolasyonu i¢in kullanilan bu ekstraksiyon yontemini degerlendirmek tizere Sekil 3.1°e
bakildiginda kafeinin %0,5’in bile altinda verimle elde edildigi diisiiniiliirse literatiire gore
oldukga diisiiktiir ve kafeinin izolasyonu i¢in secilebilecek uygun yontem olmadigi agiktir.
Row ve Jin, (2006) sicak su ekstraksiyonuyla Kore ¢ayindan katesinlerin izolasyonu
lizerine yaptiklar1 ¢aligmada ydntem optimizasyonu yaparak 80 °C’de 40 dk °‘da
katesinlerin yiiksek verimle ortamdan izole edildigini belirlemiglerdir. Sekil 3.1
degerlendirildiginde bu yontemin en yiiksek kafein ve katesin verimlerini sagladigi
dolayisiyla sicak su ekstraksiyonu ¢alismalarda kullanilacak yontem olarak secilmistir.

e HPLC Analizleri I¢in Yontem Optimizasyonu

Optimize edilen HPLC yontemi kullanilarak 6 standart fenolik bilesigin analizine
dair kromatogram Sekil 3.2’de goriilmektedir. Yontem 34 dakika i¢inde tiim analitlerin

uygun bir sekilde ayrilmasini saglamaktadir. Diisiik derisimlerde alikonma zamanlarinin ve
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pik alaninin tekrarlanabilirligi kabul edilebilir degerlerde bulundu (Tablo 3.1). Ayrica 6
standardin kalibrasyonlarindan dogrusal cevaplar (R?=0,99) elde edildi. Tiim standartlar
icin BS degerleri 0,11 mg/L’ nin ve OS degeri ise 0,31 mg/L’ nin altinda bulunmustur ki
bu degerler bitki materyallerinde fenolik bilesiklerin belirlenmesi i¢in yeterlidir.

e Cay Orneklerinin Yillara ve Siiriimlere Gore Sicak Su Ekstraksiyon Verilerinin

Degerlendirilmesi

Bu tez galigmasi Boliim 1.11°de tanimlanan hedefleri yerine getirecek sekilde diyazn
edilmistir. Bir SAN-TEZ destekli proje oldugundan genel durumu ortaya koymak ve
mevcut sartlarda en yiiksek katesin ve kafein verimlerini saglamak amaci 6n plandadir.

Bu nedenle 2012, 2013 ve 2014 yillar1 arasindaki igerik karsilastirmalar: yillar arasi
degisimleri gosterecektir Bu karsilastirmayr saglayan veriler Boliim 3.3, 3.4 ve 3.5°de
ayrintili olarak verilmistir.

e 2012 Yilt

2012 Yilina ait tiim 6rneklerin katesin verimleri (%) Sekil 4.1°de verilmistir.

8 - 2012-Katesin
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Sekil 4.1. 2012 Y1l cay orneklerinin katesin verimlerinin karsilastirilmasi

Y1l bazinda degerlendirildiginde en yiliksek verimler II. siirimde olup tiim
siirimlerde katesin verimleri %0,43 ile %5,90 araliginda degismektedir. Ornek bazinda
bakildiginda en yiiksek katesin verimi kurutulmus yas ¢aydan elde edilmistir (%1,52-5,90).
Yas ve dondurulmus yas ¢ay drneklerinden izole edilen katesin miktar1 kuruya gore daha

distiktiir.
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Oysaki Boliim 3.3.6’da Sekil 3.16’da sunulan igerik verilerinde kurutulmus yas
caydan daha yiiksek ekstrakt verimi alinmasina ragmen ekstrakt i¢indeki katesin tiirlerinin
miktarlar1 daha disiiktiir. Yas olarak calisilan yas ¢ay orneklerinden ¢ok daha yiiksek
katesin igeren ekstraktlar elde edilmistir (Tablo 3.2).

2012 Yili ¢ay atiklarinda SCA’dan %1,1-3,78 araliginda SCK’dan ise %0,43-2,74
araliginda katesin verimleri elde edilmistir. Yas ¢ayla karsilastirildiginda hi¢ de
azimsanmayacak oranda katesin verimleri elde edilmistir. Ancak atiklardan elde edilen
ekstraktlarin katesin igerikleri oldukga diisiiktiir (Tablo 3.3 ve 3.4).

2012 Y1l kafein verimleri yas cay i¢in %0,33-1,80 araliginda degismektedir (Sekil
4.2). En yiiksek verim yine II. sirim kuru Orneklerden elde edilmistir. Kafein
ekstraktlarimin HPLC analizlerinde saf olarak kafeinin ayrildigini gosterir veriler elde
edilmistir.

Atiklardan elde edilen kafein miktar1 ¢ok daha yiiksektir (Sekil 3.6 ve 3.7). SCA’da

L. siirlim 6rneklerinde %2,85 gibi oldukea yiiksek verim elde edilmistir.
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Sekil 4.2. 2012 Y1l ¢ay orneklerinin kafein verimlerinin karsilastirilmasi

e TLC ve HP-TLC Uygulamasi

Yapilan ekstraksiyonlar sonucunda katesin iceriklerini kontrol etmek amaciyla
Boliim 2.3.3’te anlatilan TLC ve Boliim 2.3.4’te anlatilan HP-TLC analizleri yapilmistir.
Bu analizler yalnizca kalitatif olarak yontemin dogrulanmasi i¢in oldugundan sadece 2012

yili Orneklerine uygulanmistir. Elde edilen kromatogramlar 3.8 ve 3.10°da verilmistir.
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HPLC’deki gibi sinyalle derisim arasinda dogrusallik saglanamadigindan 2013 ve 2014
orneklerine uygulanmamuistir.

e 2013 Yilt

2013 Y1l katesin ve kafein verimleri sirastyla 4.3 ve 4.4’de verilmistir. 2012 yilindan
farkli olarak I. siirtim 6rneklerinde (yas ¢ay ve atiklar) en yiiksek katesin ekstrakt verimleri
elde edilmistir. Benzer sekilde kurutulmus yas c¢ay (YCK) orneklerinden yas ve
dondurulmus 6rneklere gore daha yiiksek (%3,85, Sekil 3.19) ekstrakt verimleri elde
edilmistir.

Bu verim 2012’den daha diisiik olmasina ragmen daha yiiksek katesin igerigine
sahiptir (Sekil 3.23). Ayrica YCY ve YCD oOrneklerinden elde edilen ekstraktlarin verimi
diisiik olmasina ragmen igerikleri oldukea yiiksektir (Tablo 3.5).
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Sekil 4.3. 2013 Y1l cay orneklerinin katesin verimlerinin karsilastirilmasi

2013 Yilinda SCA ve SCK’dan ekstre edilen katesin verimleri atikta diiserken kafein
tozunda ayni kalmistir (Sekil 3.21 ve 3.22). Ekstraktlarin katesin igerikleri 2012 yiliyla
benzerlik gostermektedir (Sekil 3.24 ve 3.25).
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Sekil 4.4. 2013 Yili cay orneklerinin kafein verimlerinin karsilastirilmast

2013 Yilinda yas ¢ay 6rneklerinin kafein verimleri %0,58-1,75 aralifinda degismekte
olup 2012 ornekleriyle benzer veriler bulunmustur (Sekil 3.20). Oysaki SCK ve SCA
orneklerinde beklenenin ¢ok tlizerinde %4,55-7,31 kafein verimleri elde edilmistir (Sekil
3.21 ve 3.22). Bu diizeyde kafein miktari literatiirde mevcut degildir.

e 2014 Yilt

2014 Yili verileri genel olarak 2013 ile paralellik gdstermistir (Sekil 4.5 ve 4.6).
Yine I. siiriim oOrneklerinde en yiiksek verimler gozlenmistir. Katesin ekstrakt verimi
izlenen diger yillara gore maksimum degere ulasmistir (%6,50, Sekil 3.26). Tablo 3.8’den
de goriilecegi gibi 1. ve II. siirim YCY’dan elde edilen ekstraktin tamami katesinlerden
olusmaktadir. Ayrica belirtmek gerekir ki I. stirliim YCK’da EGC miktar1 80 mg/g’lik bir
degere ulagmistir (Sekil 3.29). Bu tiim tez calismasinda elde edilen en basarili katesin

ekstraksiyonudur.



118

N

8 1 2014-Katesin
=z
56
‘®
< m [ Siirim
S 4
= m 1. Siiriim
= BIIL. Siiriim
2
<
=

o

YCK SCA SCK

Sekil 4.5. 2014 Y1l ¢ay orneklerinin katesin verimlerinin karsilagtiriimasi

Cay atig1 ve kafein tozundan ekstre edilebilen katesin verimleri Sekil 3.27 ve Sekil
3.28’de verilmistir. SCA’da I. siiriimde %2,10 ile en yiiksek ekstrakt verimi elde edilirken
SCK’da bu oran %2,12°dir. Bu degerler 2012 ve 2013°den daha yiiksektir. Her iki atik
materyalin katesin igerikleri EC yoniinden zengin olup ekstre edilebilen katesin orani
strastyla %95,54 ve %64,02°dir (Tablo 3.9 ve 3.10). Bu da 2014 atiklarindan oldukca saf

katesin ekstrakti elde edilebilecegini gdstermektedir.

8 - 2014-Kafein
=
s 6
2 m L. Siiriim
T 4-
:;. m [I. Stirim
X B I[1I. Strim
® 2 -
=]
=

O i

YCK SCA SCK

Sekil 4.6. 2014 Y1l ¢ay orneklerinin kafein verimlerinin karsilastirilmasi

Atiklarin kafein verimleri %3,70-7,20 arasinda degismektedir (Sekil 3.27 ve 3.28).

Kafein tozu 2013 yil1 6rnekleri gibi standartlarin lizerinde kafein verimi saglamstir.
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o Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SFE) Y6nteminin Optimizasyonu

Caydan kafein ve katesin gibi bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in aseton, metanol,
asetonitril, kloroform, etil asetat gibi organik c¢oziiciiler kullanilmaktadir. Ozellikle
kafeinsiz ¢ay elde etmek amaciyla sivi-siv1 ekstraksiyonunda kullanilan kloroform oldukca
toksik 6zellikte bir organik ¢oziiciidiir. Bu ¢oziiclilerin kalintilar1 insan sagligi agisindan
olduk¢a tehlikelidir ki Amerika Kanser Arastirmalar1 Enstitiisii bu ¢oziiciilerin
ekstraksiyonlarda kullanimini1 yasaklamigtir (Park vd., 2007). Bilim adamlart bu
gerekcelerden yola cikarak alternatif ve oldukca Onemli bir ekstraksiyon yontemi olan
¢Oziicii olarakta COy’in kullanildig1 siiperkritik akiskan ekstraksiyon yontemini (SFE)
onermektedir. Bu yontemin birgok avantaji vardir. Coziicii olarak kullanilan CO; toksik ve
yanici olmayan, ucuz, ¢evreye herhangi bir olumsuz etkisi olmayan, diigiik kritik sicaklik
(304,4 K) ve basing (73,9 Bar), yiiksek diflizyon ve ¢oziiniirliik, diisiik viskozite, 1sitma ve
evaporasyon gerektirmeden ortamdan kolay uzaklasabilen gibi Ozelliklere sahiptir.
Oldukg¢a onemli 6zelliklerinin yaninda tek dezavantaji oldukg¢a apolar olmasi sebebiyle
yalnizca hidrokarbonlar ve ugucu yaglar gibi bilesenleri ortamdan uzaklastirabilmesidir.
Bu dezavantaji ortadan kaldirabilmek amaciyla ortama polariteyi artirict ilave ¢oziiciiler
(su, etanol gibi) eklenerek polar karakterli diger bilesenlerin de izolasyonlar1 saglanir
(Huang vd., 2007; Park vd., 2007). Modifiyerli CO, ekstraksiyonu olarak adlandirilan bu
sistemde ilave ¢oziiciiler bilesenler ile hidrojen bagi gibi giiglii baglar kurarlar. Se¢imli
ekstraksiyon yapabilmek amaciyla izolasyonu istenen bilesenin yapisina uygun ilave
coziiciiler secilmelidir. Ornegin, katesinlerin SFE ile izolasyonu icin ilave ¢dziicii olarak
etanoliin kullanilmasi katesinlerin hidroksil grubu ve etanoliin hidrojeni arasinda gii¢lii bir
hidrojen bagi kurulmasiyla izolasyonlarini kolaylastirir (Ghoreishi ve Heidari, 2012).

Chang vd., (2000) yesil caydan kafein ve katesinin birlikte ekstraksiyonu i¢in etanolii
modifiyer olarak kullanmislardir. %9,4 Etanoliin modifiyer olarak kullanildigi SFE
sisteminde basing 310 bar, sicaklik 60 °C’dir. Kafein/EGCG segicilik katsayis1 1,48 olarak
belirtilmigse de ekstraksiyon verimleri hakkinda bir bilgi verilmemistir. Huang vd., (2007)
9%0,9 suyun modifiyer olarak kullanildig: sistemde basing 275 bar, sicaklik 50 °C’de yine
es zamanli kafein ve katesinlerin ekstraksiyonunu yapmustir. Kafein/EGCG segicilik
katsayis1 2,25 olarak belirtilmis ve %73,9 kafein %33,20 katesin izolasyon verimleri rapor
edilmistir. Bir baska calismada Kim vd., (2008) %7 suyun modifiyer olarak kullanildigi
sistemde 400 bar ve 40 °C sicaklikta ekstraksiyon sonucu %54 kafein ve %21 katesin
verimi elde etmislerdir. Kafein/EGCG secicilik katsayist 0,88’dir. Etanoliin modifiyer
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olarak kullanildig1 sistemin ekstraksiyon verimlerini belirtmeden yalnizca secicilik
katsayint 0,24 olarak verilmistir. Segicilik katsayisinin daha yiiksek olmasindan dolay:
modifiyer olarak suyu se¢mislerdir. Park vd., (2007) etanol ve su ¢oziiciileriyle iki farkli
sistemde 300 bar ve 70 °C sicaklikta yapilan ekstraksiyonlarda %8,8 su ve %7 etanol
kullanmislardir. Suyun kullanildig: sistemde %75,6 kafein ve %68,8 katesin verimleri elde
edilmistir. (Secicilik katsayisi 1,1). %97,3 Kafein ve %62 katesin verimiyle (secicilik
katsayisi 1,57) etanoliin modifiyer olarak kullanilmasi 6nerilmistir.

Yukaridaki ¢alismalardan anlasilacagr tizere yalnizca kafeinin ve yalnizca
katesinlerin izolasyonunu saglayan bir ekstraksiyon sistemi mevcut degildir. Anlatilan
biitin sistemlerde kafein ve katesin izolasyonlart birarada yapilmistir. Ekstraksiyon
verimleri ise baslangi¢ta ¢ayda mevcut olan kafein veya katesinin SFE ile ekstre edilebilen
yiizdelerini gdstermektedir. Ornegin %2 kafein igeren bir cay 6rneginden %75 verimle
%1,5 kafeinin alinabilecegi anlamina gelir. Bu ¢alismada SFE ile o6nce kafeinin sonrasinda
ayni ¢ay Orneginden katesinlerin izolasyonlarint amaglanmistir. Bu nedenle yapilan bir seri
calismada basing, sicaklik, zaman ve modifiyer miktar1 gibi parametreler degistirilerek en
yiiksek verimle elde edilen kafein ve katesin ekstraktlari bulunmustur (Sekil 3.32-3.39).
Yukarida belirtilen sebeplerden dolayr katesinlerin izolasyonlar1 sirasinda sistemde
modifiyer olarak etanol kullanilmistir.

Yas ¢aydan kafeinlerin izolasyonu i¢in yapilan SFE optimizasyonunda en yiiksek
kafein veriminin elde edildigi 250 bar basing, 60 °C sicaklik ve 3 saat modifiyersiz SFE
yontemi olarak belirlenmistir (Sekil 3.34). Elde edilen ekstrakt verimi %1,5 olup aym
ornegin sicak su ekstraksiyonundan elde edilen %kafein verimiyle uyumludur. Bu da bu
sartlarda yapilan CO,-SFE ile 6rnekten tiim kafeinin alinabildiginin yani yontemin basarili
oldugunun gostergesidir. Kullanilan ¢ay 6rneginden kafein izolasyonunun tamamen yapilip
yapilmadig1 kontrol edilmis ve yaprakta kalan kafeinin baslangicta yaprakta bulunan
toplam kafein miktarinin %1 inin altinda oldugu belirlenmistir. Bu da kafein ekstraksiyon
veriminin %99’un iistiinde oldugunu gostermektedir. Bu deger Tiirk Gida Kodeksi’ne gore
kafeinsiz ¢ay olarak kabul edilmektedir.

Yas ¢aydan katesinlerin izolasyonu i¢in yapilan SFE optimizasyonunda en yiiksek
katesin veriminin elde edildigi 250 bar basing, 60 °C sicaklik, 0,5 mL etanol hacmi ve 3
saat modifiyerli SFE yontemi olarak belirlenmistir (Sekil 3.38). Elde edilen ekstrakt
yalnizca katesinlerden olustugu i¢in herhangi bir secicilik katsayisinin hesaplanmasi s6z

konusu degildir. Katesin ekstrakti verimi %2,50 olup literatiirden ve sicak su
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ekstraksiyonuyla elde edilen verim (%3,85) biraz disiiktir ve ekstraktin %71’
katesinlerden olugmaktadir.

e 2013 Yilt

2013 Yili tim orneklerinin katesin ekstrakt yiizdeleri Sekil 4.7, kafein yiizdeleri ise
Sekil 4.8’de verilmistir. SFE ile elde edilen katesin verimleri sicak su ekstraksiyonuyla
elde edilen ayni ¢ay 6rnekleriyle karsilastirildiginda sonuglar diisiik olsa da ekstraktlar saf

katesinden olusmaktadir.
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Sekil 4.7. 2013 Yili ¢ay orneklerinin SFE ile elde edilen katesin verimlerinin

karsilagtirilmasi
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Sekil 4.8. 2013 Yili cay oOrneklerinin SFE ile elde edilen kafein verimlerinin
karsilastirilmasi

Sekil 4.8’den de goriilecegi gibi siyah cay atig1 ve kafein tozu 6rneklerinden SFE ile

oldukca diisiik miktarlarda kafein izole edilebilmistir. Oysaki ayni1 Grneklerin sicak su
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ekstraksiyonunda %6-7’ye ulasan verimler elde edilmistir. Bu yoniiyle optimize edilen
SFE yontemi zayif kalmistir. Yiiksek oranda kafein igeren bu tiir 6rnekler i¢in zaman1 uzun
tutan yeni bir optimizasyon gerekmektedir.

e 2014 Y1

2014 Y1l tim Orneklerinin katesin ekstrakt yiizdeleri Sekil 4.9, kafein yiizdeleri ise
Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.9. 2014 Yili ¢ay oOrneklerinin SFE ile elde edilen katesin verimlerinin
karsilastirilmasi

Elde edilen verimler sonucunda en iyi sonuglart YCK 6rneklerinin verdigi, SCA ve
SCK o6rneklerinin de yas ¢ay orneklerinden daha az ama birbirine yakin degerlerde oldugu
gortldii. SFE sicak su ekstraksiyonuyla karsilastirildiginda verimler agisindan tamamen

uyumlu sonuglar elde edildi.
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Sekil 4.10. 2014 Yili gay oOrneklerinin SFE ile elde edilen kafein verimlerinin
karsilagtirilmasi
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e SFE ile Sicak Su Ekstraksiyon Y&nteminin Karsilastirilmasi

Kurutulmus yas caymm SFE ve sicak su ekstraksiyonundan elde edilen katesin
verimlerini karsilastirmak igin Sekil 4.11 ve 4.12 verilmistir. Ekstraksiyon sonrasit HPLC
analizi ile izole edilebilen EGCG miktar1 sekillerde belirtilmistir.

2013 ve 2014 willan1 karsilastirma sonuglarindan da goriilecegi iizere sicak su
ekstraksiyonuyla elde edilen verimler SFE’den az miktarda yiiksektir. Verimdeki bu
farklilik organik ¢oziicii kullanilmadan yapilan ekstraksiyonun {istiinliigiinii etkileyemez.

Zira bu sartlar da katesinlerin ekstraksiyonu i¢in SFE kullanmak daha akilcidir.
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Sekil 4.11. 2013 Y11 YCK ornekleri i¢in SFE ve sicak su ekstraksiyonu verimlerinin
karsilastirilmasi
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Sekil 4.12. 2014 Y11 YCK o6rnekleri i¢in SFE ve sicak su ekstraksiyonu verimlerinin
karsilastirilmasi

Biitiin bu verilerden yola ¢ikilarak bir temiz ekstraksiyon (green extraction) yontemi
olan SFE’nin yas caydan kafein ve katesinlerin izolasyonlari i¢in tercih edilmesi gereken

bir yontem oldugu belirlenmistir. Bu yontem ardisik olarak yapilan (6nce modifiyersiz,
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sonra modifiyerli) stiperkritik akigkan ekstraksiyonunun yas cay Orneklerine uygulandigi
ilk yontemdir.

e Katesinlerin izolasyonlar

Boliim 1.1°de detaylar1 verilen literatiirden yola ¢ikilarak gerceklestirilen izolasyon
asamalari ve elde edilen veriler Boliim 3.9’da agiklanmistir. SAN-TEZ projesi hedefi olaan
saflagtirma iglemi basaril1 bir sekilde gerceklestirilmis olup %75 etanol %25 su oranindaki
hareketli fazla EGCG saf bir sekilde elde edilmistir. Bu bilesen yas ¢ay Orneklerinde
onemli oranda bulunurken atiklarda EC ve EGC yoniinden zengindir. izolasyon yontemi

(poliamid, etanol-su) bu katesin tiirevleri i¢in de kullanilabilir.
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5. SONUCLAR

Bu aragtirmada 2012-2014 yillarinda farkli ¢ay 6rneklerinin (yas ¢ay, siyah ¢ay atigi
ve kafein tozu), farkli hasat donemlerinde (I., II. ve III. siirtim) igerdikleri kafein ve katesin
miktarlari, ekstraksiyon ve analiz yontemleri incelenmistir. Yas ¢ay ornekleri yas, kuru ve
dondurulmus olarak islenerek 6rnek dogasinin etkileri de arastirildi. Aragtirmadan elde
edilen sonuclar asagida maddeler halinde 6zetlenmistir.

1. Literatiirde varolan farkli sivi-sivi ekstraksiyon yontemleri 2012 yili1 6rneklerine
uygulanarak cay oOrneklerinden kafein ve katesinlerin ekstraksiyonu i¢in en
verimli yontemin sicak su ekstraksiyonu oldugu belirlendi.

2. TLC ve HP-TLC yontemleri ile katesinlerin nitel analizi basarili bir sekilde
yapildi.

3. 2012, 2013 ve 2014 yillarinda yapilan 6rneklemelerde standart bir katesin ve
kafein iceriginin olmadigi yillara ve yasanan mevsim sartlarina gore Onemli
farkliliklar gosterdigi belirlendi.

4. Kafein ve katesin igeriklerinin siirlimler arasinda net bir egilimi gbézlenmedi.
Omegin 2012 yilinda II. siiriimde yiiksek verimler elde edilirken, 2013 ve 2014
yillarinda I. stirlimde daha yiiksek verimler elde edildi.

5. Farkli cay ornekleri (yas cay, siyah ¢ay atigi ve kafein tozu) kendi arasinda
icerdikleri kafein ve katesin miktarlar1 acisindan degerlendirildiginde yas cay
orneklerinin literatiir ile uyumlu ve diger tiirlerden daha yiiksek miktarda katesin
icerdigi belirlendi. Ancak siyah cay atig1 ve kafein tozunun da azzimsanmayacak
miktarlarda katesin igerdigi bulundu. Kafein miktarlarina bakildiginda siyah ¢ay
atigindan ve kafein tozu Orneklerinden, yas caydan ve literatiirdeki verilerden
yaklasik 3 kat fazla verim elde edildi.

6. Yas cay ornekleri yas, kuru ve dondurulmus olarak ¢alisildi. 2012 Yilinda yas
orneklerden yiiksek verim elde edilirken 2013 ve 2014 yillarinda kuru
orneklerden yiliksek verim saglandi. Buradan yola cikilarak yas, kuru veya
dondurulmus yas cay Orneklerinin herhangi birisiyle calismanin daha iyi
olduguna dair net bir egilim elde edilmedi. Ekstrakt veriminin yliksek olmasi
katesinlerin segici olarak ekstre edildigi anlamini tasimamaktadir. Bazi
durumlarda daha diisiik ekstrakt verimi elde edilmesine karsin bu ekstraktin

katesin icerigi ¢ok daha yiiksek olabilmektedir. Endiistriyel uygulamalar goz
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Oniine alindiginda hi¢bir maliyet getirmeyen ve dogrudan yas (taze) yas cay
orneklerinin islenmesi daha ekonomiktir.

Hem kurutulmus yas cay hem de atiklar i¢in ardisik olarak kafein ve katesin
ekstraksiyonlar1 yapabilen bir SFE metodu gelistirildi. Bu yontem 250 bar basing,
60 °C sicaklik, 3 saatlik ekstraksiyon sartlarinda kafeini biiyiikk oranda ekstre
etmektedir. Ayni 6rnek iizerinden yine 250 bar basing, 60 °C sicaklik, 3 saat ve
0,5 mL/dk etanol modifiyeri ile katesinler de basaril1 bir sekilde ekstre edildi. Tez

caligmasi bu yontiyle yapilmis ilk ¢caligmadir.
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