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Doktora Tezi

OZET

YAS CAY VE SiYAH CAY ATIKLARINDAN MiKRODALGA YONTEMI iLE
KAFEIN VE KATESINLERIN EKSTRAKSIYONU

Goniul SERDAR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusi
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Miinevver SOKMEN
2015, 125 Sayfa

Bu ¢alisma kapsaminda 2013-2014 yillarinda farkli ¢cay 6rneklerinin (yas ¢ay, siyah
cay atig1 ve kafein tozu), farkli hasat donemlerinde (1., 1. ve I1l. stirtim) icerdikleri kafein
ve katesinlerin mikrodalga yontemiyle ekstraksiyonu incelenmistir. Yas cay 6rnekleri yas,
kuru ve dondurulmus olarak islenerek ornek dogasi da arastirildi. Ornekler su, sitrik asit-su
ve etanol-su olmak Uzere g farkli ¢oziicii sistemi ile 600 W giiciinde ¢alistirilan kapali bir
mikrodalga sisteminde ekstre edildi. Ekstrakt verimleri agisindan etkin ¢oziicli sistemleri
belirlendi. 2013-2014 yillarinda yapilan 6rneklemelerde Orneklerin standart bir katesin ve
kafein igeriginin olmadigi yillara ve yasanan mevsim sartlarina gére onemli farkliliklar
gosterdigi belirlendi. Ayrica siirlimler arasinda da net bir egilimi gozlenmedi. Ekstrakt
veriminin yliksek olmasi katesinlerin segici olarak ekstre edildigi anlamini tagimamaktadir.
HPLC analizleri gostermistir ki bazi durumlarda daha diisiik ekstrakt verimi elde
edilmesine karsin ekstraktin katesin igerigi ¢ok daha yiiksek olabilmektedir. Kurutulmus
cay ve cay atiklarindan mikrodalga ekstraksiyonu sonrasi kafein ve katesinlerin ayrilmasi
icin yeni bir superkritik ekstraksiyon (SFE) yontemi kullanildi. Kateginler yoniinden
zengin (I.slirtim yas, kuru, dondurulmus ¢ay) bir 6rnek ve kafein yonunden zengin (l.stirim
atik ¢ay ve kafein tozu) bir érnek 6nce mikrodalga yontemiyle ekstre edildi. Bu ekstrakttan
organik ¢6ziicli kullanilmaksizin 250 bar, 60 °C ve 3 saatlik CO,-SFE ile kafeinin tamami
ekstre edildi. Aym1 SFE sartlar1 altinda modifiyer olarak 0,5 mL/dk etanoliin

kullanilmasiyla 6rnekten katesinlerde ayrildi.

Anahtar Kelimeler: Yas Cay, Siyah Cay Atig1, Kafein Tozu, Katesin, Kafein, ME, SFE

Vil



PhD. Thesis

SUMMARY

Gonill SERDAR

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Programme
Supervisor: Prof. Dr. Miinevver SOKMEN
2015, 125 Pages

CAFFEINE AND CATECHINS EXTRACTION FROM FRESH TEA AND BLACK
TEA WASTES USING MICROWAVE METHOD

In this study, microwave extraction of caffeine and catechin from different tea
samples (Fresh tea, black tea waste and caffeine dust) collected in different harvesting
periods in 2012-2014 years (1., I1. and Il1. collection) and their constituents in the extracts
have been investigated. The nature of samples was also studied processing the fresh tea
samples as fresh, dry or frozen. Samples were extracted employing three different solvent
system namely water, citric acid-water and ethanol-water in a close system microwave
extractor at 600 W power. The most effective solvent system was determined from extract
yields. It was determined that samples collected in 2013-2014 sampling period have not
expressed a standard catechin and caffeine content and they exposed important variation
related to year and seasonal conditions. High extraction yield doesn’t mean catechins are
selectively extracted. HPLC analyses showed that an extract with a lower extract yield
might have higher catechin content. A new supercritical fluid extraction (SFE) method was
used for the separation of caffeine and catechines from the extract obtained with
microwave extraction of dried green tea and tea waste. Initially, a catechin rich sample
(fresh, dried, frozen green tea samples collected in I. collection) and a caffeine rich sample
(tea waste and caffeine dust collected in I. collection) were extracted with microwave
method. All caffeine was separated with an organic solvent free CO,-SFE at 250 bar, 60 °C
for 3 hours. Catechins were separated from the sample using 0.5 mL/min. ethanol as

modifier under the same SFE conditions.

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

1.1. Giris

Cay (Camellia sinensis) Dogu Asya bdlgesine 6zgii, nemli iklimlerde yetisen, yaprak
ve tomurcuklart icecek maddesi liretmekte kullanilan “Theaceae” familyasinin “Thea”
cinsinden “sinensis” turiinde genellikle ¢cali formunda olan bir bitkidir (Thea sinensis).
Botanikgiler tarafindan “Camellia sinensis” adiyla da anilan bu bitkinin bilinen 3 ¢esidi
vardir (Altan, 2003). Bunlardan ilki baslica Cin ve Japonya’da yetistirilen (Eski Sovyetler
Birligi, Turkiye, iran ve daha kuzey ilkelerinde ve Hindistan’in deniz seviyesinden yiiksek
bolgelerinde) soguga dayanikl olan Cin cesidi (Thea sinensis var. sinensis)’dir. Ikincisi Sri
Lanka, Hindistan, Banglades ve Endonezya gibi tropik iklim boélgelerinde yetisen Assam
cesidi (Thea sinensis var. assamica) ve Ucuncu olarak da var. irrawadiensis cesididir
(Camellia sinensis var. irrawadiensis) (Spille, 1997). Turkiye’de yetistirilen caylar
genellikle saf olmayip karisik melezler halindedir. Sovyetler Birligi’nden getirilerek
ulkemizde tarim: yapilan cay bitkileri Thea sinensis var. assamica X Thea sinensis var.
sinensis melezidir (Demir, 2002).

Ik belgelerde, ¢ayin tadinin belirgin sekilde ac1 oldugu bildirilmistir. O zamanlarda
caya ‘aci ¢ay’ da denilmesi, bu ifadeyi desteklemektedir. Cayin popiileritesi giin gegtikce
artmis ve t1bbi cay, tonik ¢ay’a doniismiistiir. ikisi arasindaki fark ise; tibbi cay tedavi edici
olarak kabul gorirken, tonik cay insan sagligi ve ileride olusabilecek rahatsizliklara karsi
korumak amaciyla kullanilmaya baslanmistir. Zaten Cin halk tibbinin dayandigi ve
benimsedigi temellerden biri de sagligi kaybetmeden korumak oldugundan, ¢ayin bu
kullanimi1 dikkat ¢ekici olmustur. O giinden sonra, ¢ay hem i¢cecek hem de baz1 durumlarda
ilag olarak kabul gérmiis bir bitki olarak giinliikk hayattaki yerini almistir (Agca, 2006;
Fisunoglu ve Besler, 2008).

Cay, Cin de 4. yy’da ilk kez kayit altina alinmistir (Hang 1985). Cin’ de kesfedilmis
ilk tibbi icecek oldugu sdylenir ve diinya ¢apinda tiikketimi suyun ardindan ikinci siradadir.
Yizyillar boyunca fazlaca korunarak sadece Cin’de yetistirilen ¢cay bitkisinin tohumlari,
1840 yilinda Isko¢ botanik¢i Robert Fortune tarafindan kacirilmis ve boylece bitkinin
kiiltiir caligmalar1 da diinyada yayilmistir (Nabors, 2004). Giniimizde, ana ¢ay Ureticileri
ekvatoral bolgelerde yogunlasmistir (Quan, 2005). Dinya (zerinde cay bitkisi, kuzey



yarim kiirede yaklasik 42 enlem derecesinden, giiney yarim kiirede 27 enlem derecesine
kadar olan kusak iizerinde yetistirilmektedir. Yagisin bol ve iklimin sicak oldugu
bolgelerde yetistirilmesine ragmen diinyada cay tiiretiminin ekonomik olarak yapildig
yerler sinirlidir. Hindistan, Cin, Sri Lanka, Endonezya, Kenya ve Japonya cay bitkisinin
yaygin olarak yetistirildigi ve ¢ay iiretiminin yogun olarak yapildig: iilkelerdir. Bu tilkeler
ve Tirkiye ile birlikte 30’a yakin iilkede ekonomik diizeyde c¢ay {iretimi
gerceklestirilmektedir (Caykur, Cay Sektori Raporu 2009).

Turkiye’de cay bitkisi Dogu Karadeniz Bolgesi’nde, Giircistan sinirindan baglayan
ve batida Fatsa’ya kadar uzanan alan icerisinde yetistirilmektedir. Bu bolge igerisinde basta
Rize olmak iizere Ordu, Giresun, Trabzon ve Artvin illerinde ¢ay yetistiriciligi
yapilmaktadir. Sahilden yer yer 30 km icerilere kadar giren, ortalama 8 km derinliginde
olan Arakli-Karadere sinirina kadar uzanan alan, cay yetistiriciligi icin en elverisli bélge
olmasi nedeniyle birinci sinif cay bolgesi olarak kabul edilmektedir. Bahsedilen boélge
icerisinde caycilik, sahilden 400-500 m yukseklige kadar birbirine eklenerek yer yer bir
cay denizi olusturmakta ve kimi yerlerde 1000 metre yikseklikte dahi gorilmektedir.
Arakli-Karadere’den baslayarak Fatsa ilcesine kadar uzana bolge cay yetistiriciligi
yonunden goreceli olarak daha az ekonomik bulunan bolge, ikinci sinif ¢ay bolgesi olarak
tanimlanmaktadir (Demir, 2002). Cay Dogu Karadeniz Boélgesinde yasayan halkin en
onemli gelir kaynaklarindan birisini teskil etmektedir.

Cay yetismesine etki yapan en Onemli etken iklim ve topraktir. Yillik sicaklik
ortalamasinin 14 °C’nin altina diismemesi, toplam yillik yagisin 2000 mm’den az
olmamasi ve aylara gore dagiliminin diizenli olmasi, bagil nem oraninin ise en az %70
olmasi, ¢ay bitkisinin normal gelisimi i¢in gerekli olan kosullardir. Cay bitkisi kumdan kile
degin degisen yapidaki asit tepkimeli topraklarda yetisebilmektedir (Caykur, Cay Sektorii
Raporu 2009).

Diinya’da cay ithalati, hem ¢ay iireticisi olan {ilkeler, hem de cay {ireticisi olmayan
iilkeler tarafindan yapilmaktadir. FAO’nun (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiiti)
2014 yil1 verilerine gore, toplam cay ithalat1 yillik 1.582.222 ton’dur. ithalatta en biiyiik
paya sahip iilkeler arasinda sirasiyla Avrupa Birligi Ulkeleri, Rusya, Pakistan, ABD,
Japonya, Misir ve Kanada yer almaktadir (FAO Raporu, 2014).

Dinya’da toplam ihracat miktar1 ise 2014 yili verilerine gore, yillik 1.854.318
ton’dur. Ihracatta en biiyiik paya sahip iilkeler arasinda Kenya, Sri Lanka, Cin, Hindistan,

Vietnam, Avrupa Birligi Ulkeleri, Endonezya ve Arjantin gibi tlkeler ilk siralar



almaktadir (FAO Raporu, 2014). Diinya cayciliginda 6zellikle iiretici {ilkelerin birbirlerinin
caylarin1 harmanlamak suretiyle yada tiiketici iilkelerin ithal ettikleri ¢ayr yeniden
harmanlayip ihra¢ etme islemine tekrar ihra¢c (Re-export) denir. Tekrar ihra¢ (Re-export)
yapan en énemli tiiketici iilke Ingiltere’dir. Yillik kisi basina cay tiiketim miktarlar1 yiiksek
olan ilk bes iilke ise; irlanda (3,2 kg), Ingiltere (2,6 kg), Kuveyt (2,5 kg), Tiirkiye (2,3 kg)
ve Katar (2,0 kg)’dir (Caykur, Cay Sektori Raporu 2009). Turkiye, ¢ay tarim alanlarinin
genisligi bakimindan, diinyada iiretici tilkeler arasinda 7. sirada, kuru cay iiretimi
yoniinden de 5. sirada, yillik kisi bagina tiiketim bakimindan ise 4. sirada yer almaktadir
(Ozden, 2009). Tiirkiye’de cay sektorii diger iiretici iilkelerle karsilastirildiginda nispeten
yeni bir faaliyet goriiniimiinde olmasina ragmen kisa siire icerisinde biiylik gelisme
gostermistir.

1950’11 yillarda kuru cay iiretimi 25.000 tonun altinda gergeklesirken 2004 yilindan
itibaren de 200 bin tonun iizerine ¢ikmistir. Bugun Tirkiye cay tretiminde 6énemli Uretici
tilkeler arasinda yer almakta ve {liretim miktart agisindan Cin, Hindistan, Sri Lanka, Kenya
ve Endonezya’dan sonra altinci sirada bulunmaktadir. 1984 Yilina kadar devlet tekeli
altinda siirdiiriilen cay isletmeciligi 1988 Aralik ayinda 3092 sayili “ Cay Kanunu” ile
serbest birakilmustir. 1994 yilinda Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii, cikarilan 4046 sayili
kanun ile KIK kapsamindan ¢ikarilarak iktisadi Devlet Tesekkiiller arasina alinmis, 2002
yilinda ise Tarim ve K&y Isleri Bakanligi’nin kurulusu olmustur. Bugiin sektérde Cay-
Kur’un 47 adet yas cay isleme fabrikasi, 3 adet paketleme fabrikasi 6zel sektoriin ise biri
kooperatif olmak iizere yaklasik 229 adet yas ¢ay isleme fabrikasi bulunmaktadir (Caykur,
Cay Sektoru Raporu 2009).

1.1.1. Cay Tipleri

Diinya ¢ay iiretiminin % 70’1 siyah, % 23’1 yesil, % 7’si oolong, beyaz ¢ay ve diger
cay ¢esitlerinden olugmaktadir (FAO, 2006). Dlinyada ticari gaylar siyah, yesil ve oolong
olmak lzere G¢ ana gruba ayrilmaktadir (Mukhtar ve Ahmad, 2000). Bu ¢aylarin {iretimi,
bilesimi ve 6zellikleri birbirinden farklidir. Her (g tip ¢cayda Camellia sinensis bitkisinden

tomurcuk ve ilk 2 yapragindan elde edilmektedir.



1.1.1.1. Yesil Cay

Yesil cay, gelencksel alkolsiiz bir i¢ecek olarak Cin ve Japonya’da yaygin olarak
tiketilmektedir (Yoshida vd., 1999). Yesil ¢ay, taze ¢ay yapraklarinin fermentasyona
ugratilmadan (katesinlerin enzimatik oksidasyonuna izin verilmeden) iiretilen bir ¢ay
cesididir. Yesil ¢ay iiretimi icin iri yaprakli (Assam) cay ¢esitlerine gore genelde ufak
yaprakli daha az katesin ve kafein ve daha fazla amino asit igeren (Cin) cay cesitleri daha
uygundur (Gulat1 vd., 2003). Yesil caymn tiretim asamalar1 Sekil 1.1’de gosterilmektedir.
Sekilde goriildiigii iizere, yesil ¢ay iiretiminde ilk ve en dnemli asama 1s1 uygulamasi ile
yapraktaki enzim aktivitesini durdurmaktir. Bu amacla uygulanan sicaklik ve siire yaprak
pozisyonu, mevsim ve cesit gibi faktorlere bagl olarak degismektedir. Ornegin, korpe
yapraklarda polifenol oksidaz (PPO) aktivitesi olgun yapraklara gore daha fazla oldugu
icin bunlara daha yuksek sicaklikta ve daha uzun siirede 1s1l islem uygulanmaktadir (Zhen,
2002). Yesil cayin rengi katesinlerin oksidasyona ugramamasi nedeniyle oolong ve siyah
caydan farkli olarak tamamen yesildir. Yesil ¢ayin antioksidatif ve antikarsinojenik
Ozelliklere sahip bilesikleri arasinda yer alan ve yesil ¢ayin kiitlece %20’sini olusturan
katesinlerin, olduk¢a 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Wang ve Helliwell, 2000). Yesil
cayimn toplam antioksidan potansiyelinin %68’inin katesinlerden, %30’unun ise tek basina
EGCG’dan kaynaklandig1 belirtilmektedir (Stewart vd.,. 2005). Yesil ¢ay iiretimi Sekil
1.1°de verilmistir (Mizukami vd., 2006).

Taze Yaprak
Buhar Uygularlnaa 0,6-1,0 dk
Birinci Kurutma 4l0-45 dk, %50 nem
Kivirma 15-2% dk, %50 nem
Ikinci Kurutma ve K1V1ima 30-40 dk; %30 nem
Kurutma 10-2l0 dk; %5 nem

Sekil 1.1. Yesil cay tiretimi



1.1.1.2. Siyah cay

Siyah cay, Camellia sinensis (Linneaus) O. Kuntze tiiriiniin farkli varyetelerinin yas
cay yaprag (iki buguk yaprak), tomurcuk ve bunlara bitisik taze sap kisimlarinin uygun
yontemlerle igslenmesiyle elde edilen tirlindiir. Siyah ¢ay {iretimi i¢in ¢ogunlukla polifenol
icerikleri daha fazla olan Assam gesitleri kullanilmaktadir (Astill vd., 2001). Uretim
asagida detayli olarak belirtildigi Uzere 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).

Soldurma: Yas cayin ihtiva ettigi %70-80 oranindaki suyun %50-55’e diisiiriilmesi
yani taze cay yapraklarinin kismi olarak kurutulmasi islemini olusturur. Bu islem
geleneksel olarak, yapraklarda istenilen nem diizeyine ulasilana kadar ortam havasinin
veya 1sitilmis havanin yapraklarin arasindan gecirilmesi ile gerceklestirilir (Tomlins ve
Mashingaidze, 1997). Caylarin solma siresi yas cayimn tazeligi ve islaklik durumuna,
uygulama kosullarina (kullanilan havanin sicakligi, hizi, yaprak serme kalinlig1 gibi)
kosullarina gore degisir. Soldurulmus ¢ay yapraginda yapraktaki su kaybina bagl olarak
hlcre duvarlarinin gegirgenligi artar (Kagar, 1987; Zhen, 2002) ve yaprak hiicresinde ayri
bolimlerde yer alan polifenoller ile polifenol oksidaz (PPO) enziminin, kivirma
asamasinda birbiriyle karigmasini saglayan fiziksel degisim meydana gelir (Muthumani ve
Senthil-Kumar, 2007a). Bu asamada gergeklesen asagidaki biyokimyasal degisiklikler ve
yapraklarin sahip oldugu nem igerigi siyah cayin kalitesini etkilemektedir (Sud ve Baru,
2000; Lopez vd., 2005; Ghodauke vd., 2006)

- Amino asitler, basit sekerler ve kafein miktarlarinda artma

- Karotenoid, klorofil ve lipid iceriklerinde azalma

- Katesin miktar1 ve PPO aktivitesinde azalma (Tomlins ve Mashingaidze, 1997).

Soldurma sonucunda yapraklarin hiicre 6zsulari daha yogun hale gelir ve kivirma
islemi icin uygun elastiki yap1 temin edilir. Taze yapraklar soldurulmadan dogrudan
dogruya kivirmaya tabi tutulursa, hiicre 6zsuyunun disar1 ¢ikmasi ve hiicre par¢alanmasi
tam olmaz, yapraklarda kivrilmadan ziyade kirillma meydana gelir, presleme esnasinda
kivirmadan akan sularla caymn icerisinde bulunan etkin maddeler disar1 atilir (URL-1,
2007). Ayrica, karotenler, amino asitler, doymamis yag asitleri ve terpen glikozidleri, siyah

caymm Onemli kalite parametrelerinden olan ¢ay aromasindan sorumlu bilesiklerin 6n



maddeleridir ve bu bilesiklerin soldurma sirasindaki degisimlerine bagl olarak cayin
aroma bilesimi de degisim goéstermektedir (Ravichandran, 2002). Bu nedenle, soldurma
isleminin siyah cay lretiminin en Onemli asamalarindan biri oldugu diisiiniilmektedir
(Ghodake vd., 2006; Muthumani vd Senthil-Kumar, 2007a).

Kivirma: Solmus ¢ay yapraginin degisik cay imalat makinelerinde parcalanmasi,
ezilmesi ve bukulmesiyle hiicre 6zsuyunun kivrilmis yaprak ylzeyine yayilmasi ve
oksidasyonun baslamasi islemidir. Kivirma islemi ya geleneksel olarak ortodoks yontemi
ile ya da CTC (pargalama, yirtma ve biikme) yontemi ile gergeklestirilir (Peterson vd.,
2004).

Ortodoks kivirma yonteminde soldurulmus c¢ay yapraklarinin = kivrilmasi,
biiyiikliikleri ve diizenlemeleri birbirinden farkli ancak ayni ilkelere dayanan presli ve
pressiz kivirma makinalarinda gercgeklestirilir. Stirekli bir sistem olan CTC yonteminde ise
soldurulmus yapraklar, birbirinin tersi yoniinde donen iki yatay valsten olugan CTC
makinasinda islenirler. Dakikadaki devir adetleri birbirinden farkli olan valslerin arasindan
yapraklar gecerken pargalanir, yirtilir ve biikiiliir. CTC makinalari, ortodoks kivirma,
rotorvan (parcalayici) ya da kendi aralarindaki kombinasyonlarla siyah ¢ayin iglenmesinde
kullanilmaktadir (Kagar, 1987). Yaprak hucrelerinin vakuoli etrafinda bulunan ve yaprak
icinde polifenolleri ve enzimleri birbirinden ayiran ince membranlar kivirma sirasinda
pargalandig1 (Bhattacharyya vd., 2007b) icin kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlar bu
asamada baslamaktadir (Caffin vd., 2004). Stoplazmik flavonoidlerin, kloroplast PPO’1 ve
hiicre duvar1 peroksidaz (POD)’1 ile temas etmesi sonucunda g¢ay yapraklarinin rengi
sartkirmizi kahverengiye donmektedir (Baruah, 2003). CTC ydntemiyle iiretilen gaylarin
flavonoid 6zellikle de teaflavin (TF) ve tearubijin (TR) igerikleri ortodoks ¢aylarindan
daha fazladir (Peterson vd., 2004). Diger taraftan, ortodoks c¢aylar1 CTC caylarindan daha
iyi koku ve aromaya sahiptir ve kalitesini daha iyi muhafaza eder (Ravichandran ve
Parthiban, 2000). Bu durum karotenoid ve lipid gibi bilesiklerin pargalanma derecesiyle
ilgilidir.

Kivrilan yapraklarda sicaklik yilikselmesi enzim-substrat reaksiyonunu zamansiz bir
sekilde arttirir. Bu da siyah c¢aym kalitesini digiiriir. O nedenle asir1 sicaklik
yukselmelerinden kaginmak gerekir. Genellikle en uygun sicaklik 27-32 °C arasindadir
(Kacar, 1987). Siyah cay, Ulkemizde 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 yontem uygulamada yayginhik kazanmistir (Kagar, 1987,
Ozdemir vd., 1993; Tiifekci ve Giiner, 1997).

Fermentasyon: C. sinensis bitkisinden ticari tiriin hazirlanmasinda en dnemli islem
fermentasyondur. Bu fermentasyonun derecesi ¢ayin tipini ve kalitesini etkiler. Yesil cay
(fermente edilmemis), ¢ay yapraginda bulunan fenolik bilesiklerin enzimatik
oksidasyonunu onlemek igin 1sitma ve kurutma yoluyla; siyah c¢ay (fermente edilmis)
fenolik bilesikleri tam olarak oksidasyona ugratarak, oolong ¢ay (yar: fermente, siyah cay
ile yesil cay arasinda) ise kismen enzimatik oksidasyona ugratma yoluyla iiretilir (Luczaj
ve Skrzydlewska, 2005; Jain vd., 2013). Kivrilan yas c¢ay yapraginin hiicre 6zsuyunda
bulunan kimyasal bilesiklerinin oksidaz enziminin tesiri ile biyolojik degisiklige ugrayarak
siyah cayda istenen renk, burukluk, parlaklik, koku ve aromanin olusmasi olayidir. Cay
imalatinda ilk kalite kontrolii fermantasyon safhasinda yapilir. Bu islem sirasinda; Cay
yapraklarinin rengi yesilden bakir kirmizist veya siyah renge ve kompleks biyokimyasal
reaksiyonlar zinciri sonucunda olusan bir ¢ok ucucu koku bilesikleri nedeniyle yapraklarin
yagimsi kokusu ¢igegimsi kokuya doniisiir (Bhattacharyya vd., 2007 a, b). Polifenoller,
PPO ve POD ile enzimatik oksidasyona ugratilir. Enzimatik oksidasyonun basinda o-
kinonlar olusur ve olusan o-kinonlar arasinda bir dizi reaksiyonlarin gelismesiyle TF’ler ve
TR’ler olusur (Luczaj ve Skrzydlewska 2005; Muthumani ve Senthil-Kumar, 2007b).
Bunlar, ¢ay deminin burukluk, parlaklik, renk ve agizda biraktig1 his gibi 6zelliklerinden
sorumlu bilesiklerdir (Sud ve Baru, 2000).

Fermentasyon sirasinda istenilen iirtin 6zelliklerinin olusumundan sorumlu en 6nemli
faktorler siire, sicaklik, pH, nisbi nem ve oksijendir (Muthumani ve Senthil-Kumar,
2007b). Siire acisindan yetersiz olan fermentasyon ¢ay deminin yesil renkli, ¢ig tatta ve
ince olmasina yol agarken, asir1 fermentasyon ¢ay deminin koyu ve kuvvetli olmasim
saglamaktadir (Bhattacharyya vd., 2007a). Fermentasyonun baslangic asamalarinda
stirenin artmasiyla orantili olarak TF miktarlar1 en yiiksek seviyelere ulasirken bu
asamadan sonra siirenin daha fazla uzamasi TF miktarlarinda azalmaya neden olmaktadir
(Muthumani ve Senthil-Kumar, 2007b). Yukarida belirtilen nedenlerden dolayi, istenilen
kalite 6zelliklerinin elde edildigi bir fermentasyonun basarilmasi i¢in tiim bu faktorlerin
diizenlenmesi ve ayrica yapragin katesin bilesimi ve enzim aktivitesi hakkinda yeterli
bilgiye sahip olunmasi gerekmektedir (Bhattacharyya vd., 2007a)

Kurutma/Derecelendirme: Kivrilmig ve fermente olmus ¢ay yapraginin firlanarak

nem oranint %2-4 seviyelerine indirme islemidir. Kurutmanin amaci enzim oksidasyonunu



durdurarak, kazanilan 6zelliklerin ve olusan maddelerin yitirilmesine engel olacak ortami
olusturmak, c¢ayr depolanabilir, paketlenebilir ve tasinabilir duruma getirmektir.
kurutma sirasinda ¢aymn neminin azalmasmin yam sira tadi, rengi ve aromasi da
gelismektedir (Caffin vd., 2004). Kurutulmus ¢ay, uygun partikiil boyutu ve sekline gore
derecelendirilir. Bu amagla mekanik olarak hareket eden delik genislikleri farkli elekler
kullanilir ve eleklerin delik genislikleri esas alinarak derecelendirme yapilir (Tokusoglu,
2001). Ulkemizde uygulanan derecelendirme sistemine gore, kurutma firiimdan ¢ikan
caylar bir dizi lif alicist ile ¢6p, lif ve benzeri materyallerinden ayrilir ve 5 mm delik
genigligindeki Midilton eleginden gegirilir. Elekten gegen kisim cay eleklerine (pakka),

gecemeyen kisim kiriciya gonderilir.

Tablo 1.1. Cay-Kur tarafindan islenen siyah ¢ayin siniflandirilmasi

Numara Turkge Ingilizce Tammlanmasi
1 Imalat kirig1 Orange Fannings (OF) Cok ince altinbasl imalat kirig1 ¢ay
2 Imalat kirig1 Broken Orange Pekoe 1 (BOP1) Ince altmbaslh kivrim cay
3 Imalat kirig1 Orange Pekoe (OP) Az altinbasli kalin kivrim ¢ay
4 Kiricidan gegen Fanning (F) Cok ince kirik ¢ay
5 Kiricidan gecen | Broken Orange Pekoe 2 (BOP2) Ince kivrimli kirik gay
6 Kiricidan gegen Broken Pekoe (BP) Kalin kivriml kirik ¢ay
7 Toz Dust (D) Toz cay

(Kagar, 1987;1992)

1.1.1.3. Oolong Cay

Oolong cay 0zellikle Asya ve Kuzey Afrika' da tiiketilen bir ¢ay ¢esididir (Alcazar
vd., 2007). Oolong cay uretiminde fermentasyon olarak bilinen oksidasyon derecesine gore
fenolik bilesikler kismen degisime ugramaktadir. Dolayisiyla oolong c¢ay hem o6nemli
miktarda primer fenoliklerden olan katesinleri hem de sekonder fenoliklerden olan TF ve
TR gibi oksidasyon firiinlerini i¢erdigi i¢in (Benzie ve Szeto, 1999; Kim vd., 2011; Wang
vd., 2010), siyah caya gore daha yiksek antioksidan aktiviteye sahiptir (Benzie ve Szeto,
1999; Satoh vd., 2005; Anna, 2007). Ayrica, lipoksigenaz enzimini inhibe etme giicu
yuksektir (Xie vd., 1993). Siyah ve yesil ¢caydan daha giiglii antimutajenik etkiye sahiptir
(Yen ve Chen, 1996). Antioksidan, antimutajen ve anti-inflamatuar etkisi yuksek olan
oolong cayin kanser Onleyici etkiye sahip oldugu, obezite ve diyabeti Onleyici ve lipit

distiriicii etkisi bulundugu bildirilmistir (Chen vd., 2010). Oolong ¢ayimn iretiminde



kompleks bir yar1 fermentasyon islemi uygulanmakta olup, islem basamaklar1 asagida

belirtilen Sekill.2’deki gibidir (Chen vd., 2010).

Soldurma (Giineste veya hava iiflemeli kurutucuda, 10-60 dakika

!
Sogutma (60-180 dakika)

l

Kivirma ve savurma (Oksidasyon i¢in daha fazla yiizey alan1 yaratma, 10-30 dakika)
l
Sogutma (60-180 dakika)
1}5 kez tekrarlanir
Kivirma ve savurma (10-30 dakika)

!
Sok sicaklik uygulamasi (Oksidasyonu durdurmak igin) (5 dakika)

!
Yogurma (Sekil verme i¢in 5 dakika)

l

Kavurma- kurutma (120 dakika, 2 kez uygulanir)

Sekil 1.2. Oolong ¢ay liretim basamaklar1

Fermente edilen caylar 200 °C’deki firinda bekletilerek enzimatik oksidasyon
sonlandirilir, sonra kivrilip kurutulur (Dou vd., 2007). Tiiketicinin istegine bagli olarak
enzimatik oksidasyon derecesi %20 ile 60 arasinda degisir (Kim vd., 2011). Oolong cay
uretiminde enzimatik oksidasyon ve kurutma iki 6nemli agamadir. Depolama kosullarina
bagli olarak, caylar nem c¢ekerek yavas bir sekilde enzimatik oksidasyona devam
edebileceginden islemi Kkontrol altina alma agisindan kurutma periyodik olarak
tekrarlanmalidir. Uzun siire depolanan c¢aylarin tadi ve saglik ilizerine yararlari daha

fazladir (Dou vd., 2007).

1.1.2. Cayin Bilesimi

1.1.2.1. Cayin Genel Bilesimi

Cayin kimyasal bilesimi, tiir ¢esitliliklerine, iklim kosullari, tarimsal uygulamalar
(toprak, su, mineraller, giibre), cografi konum, toprak, toplama mevsimi, isleme

teknolojileri, depolama ve kurutulma gibi pekc¢ok faktore baghdir (Shi, 2009). Yararh
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bilesenleri icerdiginden son zamanlarda yesil c¢ay cok dikkat g¢ekmektedir. Yapilan
caligmalarda, ¢ayin saglik iizerine yararl etkileri, daha ¢ok yapisinda bulunan polifenolik
maddelerle iligkilendirilmektedir (Baptista vd., 1998; Chang vd., 2000; Zuo vd., 2002;
Imai ve Nakachi, 1995; Dufresne ve Farnworth, 2001; Koo ve Cho, 2004). Cayin dogal
yapisinda, katesin bilesikleri, polisakkaritler, flavonoidler, Vitamin B kompleksi, C, E
vitaminleri, R-amino bdtirik asit ve florr bulunur (Shi, 2009). Cayin bilesenleri arasinda
fenolik maddeler ve alkaloidler en buyik 6neme sahiptir. Ayrica ¢ayda 26 ¢esit amino asit
bulunmaktadir. En bol bulunan amino asit sadece cay bitkisine 6zgi olan ve toplam amino
asitlerin %50’sini olusturan teanindir (Yao vd, 2006a). Teanin, yesil ¢ay kalitesi ile en
yuksek korelasyonu gosteren ve ayni zamanda onemli biyolojik etkiye sahip bir amino
asittir (Wang vd., 2006). Beyindeki norepinefrin ve serotonin miktarlarin1 diistirdiigii, kan
basincini azalttig1 ve kanser lizerine etkili oldugu belirtilmektedir (Juneja vd., 1999; Wang
vd., 2006). Teanin yesil ¢ay demine etimsi tat ve koku vermektedir (Juneja vd., 1999).
Teaninin bu 6nemli Ozelliklerinin anlasgilmasindan sonra {izerinde giderek daha fazla

calisiilmaktadir.

1.1.2.2. Cayin Fenolik Madde Bilesimi

Fenolik maddeler basit fenolik maddeler ve polifenoller olmak (zere kabaca iki
gruba ayrilmakla beraber meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik maddeler
hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik asitler ve flavonoidler olmak {izere li¢c kisimda
incelenmektedirler. Flavonoidler ise katesinler (flavanoller), antosiyanidinler, flavonoller,
flavanonlar, flavonlar ve izoflavonoidler olmak Uzere alt gruba ayrilmaktadirlar
(Cemeroglu ve Acar, 1986). Bitkiler aleminde fenolik madde igerigi en zengin olan
bitkinin Camellia sinensis oldugu belirtilmektedir (Wilson ve Clifford, 1995). Flavanoller
(katesinler) ve flavonoller ¢ayda bulunan baslica polifenollerdir. Fenolik maddeler
aromatik halkada bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren bilesiklerdir (Shahidi ve
Naczk, 1995). Bu bakimdan en basit fenolik maddenin bir tane hidroksil grubu iceren fenol
oldugu ve diger fenolik maddelerin bundan tiiredigi bilinmektedir (Cemeroglu ve Acar,
1986).

Taze ¢ay yapraginda bulunan fenolik bilesikler, baslica flavan-3-ollar (katesinler) ve

flavonol glikozidlerden olusmaktadir (Clifford vd., 2000). Taze ¢ay yapraginda ayrica
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diger bir fenolik grup olan fenolik asitlerden gallik asit, klorojenik asit, neoklorojenik asit

ve p- kumaril kuinik asit de bulunmaktadir.

1.1.2.2.1. Flavonol Bilesikler

Flavonol bilesikler; difenil propan halkasina (C6-C3-C6) sahip olan flavonoidlerin
C2 ve C3 yapilart arasinda bir ¢ift bag olusumu ile meydana gelmektedir (Tokusoglu,
2001). Cayda bulunan baslica flavonoller ise kuru agirligin % 3’iinii olusturan kuersetin,
mirisetin ve kamferoldir (Sekil 1.3). Flavonol bilesikler grubunun seckerlerle ester
yapmalart sonucu olusan glikozid formunda bulunurlar (Wang vd., 2000; Gramza ve
Korczak, 2005) ve yapisal olarak katesinlerden daha kararlidirlar (Wang ve Helliwell,
2001).

OH O

Mirisetin Kuersetin Kamferol

Sekil 1.3. Flavonollarin yapist

Flavonol glikozidlerin (Sekil 1.4) (Tokusoglu, 2001) yapisinda glukoz, ramnoz,
galaktoz, arabinoz ksiloz ve rutinoz gibi sekerlerin yer almasiyla bu bilesiklerin polaritesi
ve dolayisiyla suda ¢oziiniirliikleri artmaktadir ve boylece bitki hlcrelerinin vakuollerinde
depolanabilmektedirler.  Bu  bilesiklerin,  bitkilerde = UV  radyasyonuna ve
mikroorganizmalara karst koruyucu ajan gorevi istlendikleri diisiiniilmektedir (Justesen

vd., 1998).
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R1= R2=H; Kamferol glikozid
R1=H; R2=0H; Kuersetin glikozid
R1= R2=0H; Mirisetin glikozid

Sekil 1.4. Flavonol glikozidlerin yapisi

1.1.2.2.2. Flavan-3-ollar

Flavonoid grubun bir Gyesi olan flavan-3-ollar (katesinler), fenolik ve piran
halkalarini i¢eren benzo-y-piron tirevleridir (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 konfigiirasyonundadir.

Cay katesinleri, epi yapil1 katesinler ve epi yapili olmayan katesinler olmak iizere iki

grupta siniflandirilir (Li vd., 2005). Mevcut katesin tlirevleri Sekil 1.5 de verilmistir.
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Sekil 1.5. Katesin tiirevleri
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Epi yapili katesinler, ¢aydaki ana katesinlerdir ve epigallo katesin gallat (EGCG) en
cok bulunandir, bunu takiben azalan miktarda epigallo katesin (EGC), epi katesin gallat
(ECG) ve epikatesin (EC) bulunur. Epi yapili olmayan katesinler ise gallo katesin gallat
(GCQG), gallo katesin (GC), katesin gallat (CG) ve katesin (C)’ dir ve bunlar ¢ayda yalnizca
cok kuglk miktarlarda bulunur ( Kumar ve Rajapaksha, 2005).

Katesinler, Camellia sinensis bitkisinin yapraklarinda, asetik-malonik ve sikimik-
sinamik asit yollar1 boyunca sentezlenirler (Sekil 1.6). Kalkon ve gallik asit yoluyla farkl
katesinler Uretilir (Bazinet vd., 2007). Yesil ¢ay yapraklarinin ekstraktlarindaki tipik bir
katesin profili; %10-15 EGCG, %6-10 EGC, %2-3 ECG, %2 EC’ den olusur (Ishizu,
2009).

Karbohidrat
Metobolizmas

— = | Sikimik asit volu |———= Gallik asit

/Pim‘.'ilc asit

Asetik asit -CoASH

¥

¥
L Ka]kﬂﬂq— @
TCA: Trikarboksilik asit cevrimi

Asetik asit-CoASH: Asetik asit-koenzim A

Sekil 1.6. Katesinlerin cay bitkisindeki sentezi

Siyah cayin en onemli fenolik bilesikleri ve ayni zamanda pigmentleri dimerik
teaflavin (TF) ve polimerik tearubigindir (TR). TF parlak ve portakal kirmizi renkte iken
TR kimyasal olarak daha heterojen olup kahverengi-kirmizimsi renktedir ve bu bilesikler
flavonol glikozidlerle birlikte siyah ¢aymn tat ve renginden 6nemli 6lgiide sorumludur
(Obanda vd., 2001). Siyah cayda toplam konsantrasyonu %2’yi ge¢meyen, genellikle %0.3
gibi diigiik diizeyde olabilen, TF’in sentezi ve molekiiler yapisi ¢ok iyi bilinirken, daha
heterojen yapidaki, kuru c¢ay Kutlesinin %10-15’ini olusturan, TR’in kimyasal yapis1 ve

olusum mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (Wright vd., 2002; Bonnely vd., 2003;
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Haslam 2003; Obanda vd., 2004; Sang vd., 2004; Owuor ve Obanda 2007). Teaflavinlerin
kimyasal yapilart Sekil 1.7°de verilmistir (Kuroda ve Hara, 1999).
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Teatlavin-3"-gallat (TF-37-G) Teatlavin-3-3"-digallat (TF-3-3"-DG)

Sekil 1.7. Cay teaflavinlerinin kimyasal yapilart

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

Hara, 1999; Wang vd., 2000).
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Alagalvar vd., (2013) diisiik ve yiiksek kalitedeki Tiirk siyah c¢aylarinin toplam
fenolik igerikleri, vitamin igerikleri, teaflavin ve tearubigin miktarlari, karotenoidler ve
alkaloidler agisindan incelemistir. Diisiik ve yiiksek kalite araligindaki yedi siyah cay
orneklerin teaflavin igerigini 56-124 mg/100g ve tearubigin igerigini 10,2-12,7 g/100g
olarak rapor etmislerdir (Alasalvar vd., 2013).

1.1.2.2.3. Katesinlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Katesinlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri gidalarda koruyucu katki maddesi olarak
kullanilmalarina olanak saglamistir. Katesinler, renksiz ancak tat olarak aci ve eksidir
(Copeland vd., 1998).

Her katesin ayr1 bir tada sahiptir; 6rnegin EGC ve EC agizda mayhos bir tat birakan
act bir tada sahipken, EGCG ve ECG ise ac1 ve eksi bir tada sahiptir (Jin vd., 2006).
Katesinler, kafein ve proteinlerle bulanik goriiniimli bir ¢ozelti olusturan c¢okelekler
olusturmak iizere reaksiyona girebilirler. Bu proses krem olusumu olarak tanimlanir (Jin
vd., 2006; Dong vd., 2011). Ayrica lipoksigenaz, a- amilaz, pepsin, tripsin ve lipaz gibi
enzimlerle ¢Okelek olusturmak {izere reaksiyon verir ve sonu¢ olarak bu enzimlerin
aktivitesini inhibe eder. EGCG ve ECG gibi ester bagi igeren katesinler enzimlerle daha
kolay ¢okelek olusturur.

Yapilarindaki galloil grubu demirle bag yapma egilimindedir ve bdylece demirin
vicuttaki emilimini inhibe eder (Zhao vd., 2007). Yiikseltgeyici enzimlere, 1s1ya ve yiiksek
pH’ a kars1 hassas ve kararsizdirlar. Polifenol oksidaz (PPO) ve peroksidaz (POD)
enzimleri varliginda theaflavin ve therubigin formlarina yiikseltgenirler (Lu vd., 2010).
Sicaklik ayarlamasi yapilirken dikkat etmek gerekir, ¢iinkii yiiksek sicakliklarda (>95 °C)
epi yapili katesinler, epimerizasyona egilimlidir ve epi yapili olmayan katesinlere
donitistirler (Takeuchi vd., 2009). Ek olarak, asidik ¢6zeltilerde ¢ok kararli olmalarina
ragmen (pH<4), pH 4’ten 8’e dogru artirildiginda kararliliklart azalir ve pH’1n 8’den blyuk
oldugu alkali ¢ozeltilerde asir1 derecede kararsiz hale gelir (Huang vd., 2007).

Yapilarinda hidroksil grubu icerdiklerinden kuvvetli antioksidan 6zelliklere
sahiptirler ve bdylece stiperoksit radikaller, singlet oksijen, hidroksil radikal, nitrik oksit,
nitrojendioksit ve peroksinitrit gibi karsinojenezde ¢ok dénemli rol oynayan reaktif oksijen
turlerini temizleyebilir (Escribano-Balo’n ve Santos-Buelga, 2003). Ek olarak, katesinler

peroksil radikallerini kolayca bagladiklarindan serbest radikal zincir reaksiyonlarini



16

bastirabilir, lipid peroksidasyonunu sonlandirabilirler (Bond vd., 2003). Lipid
peroksidasyonunu 6nlemede dort ana katesinin etkinligi, EGCG, ECG, EGC ve EC sirasina
gore azalir (Park vd., 2007). Bu durum yiiksek yag igeren gidalarda kullanimlar1 agisindan
Oonemlidir. Katesinlerin genel fiziksel 6zellikleri Tablo 1.2°de, ¢oziinme Ozellikleri ise
Tablo 1.3’de verilmistir (Ninomiya vd., 1997; Penders vd., 1998; Siebert vd., 1996; Zijp
vd., 2000; Shi vd., 2005; Wan vd., 2009).

Tablo 1.2. Katesinlerin 6nemli fiziksel 6zellikleri

EC EGC ECG EGCG
Molekil formali C15H1406 C15H1407 C22H18010 C22H18011
Molekdil kutlesi 290 306 442 458
Max. Absopsiyon | 5., 269 280 273
dalga boyu (nm)
Erime noktas1 (°C) 218 218 253 254
Zaman/ Zaman/
T - e Zaman/sicaklik | sicaklik/
Cozlnebilirlik Zaman bagimli | ¢6zlcu 9 o
8 bagiml cozucu
bagimli -
bagimli
Kristallendirme Sudan Sudan Sudan Sudan
0 -67.5 -179° -179°
Optik cevirme (o))*° (ﬁ’g asetonda) (c1.0 (c0.28 (c0.28°
' etanolde) etanolde) etanolde)

Tablo 1.3. Kafein, katesin ve theanin arasindaki fiziksel ve kimyasal farklar

Katesin Kafein Theanin
Soguk su Az ¢OzUunur Az ¢OzUnur Cozundr
Etanol Cozundr Cozundr Cozunmez
Eter CGozunur CGozunur C0zunmez
Kloroform C0Ozunmez Cozunur C0zunmez
Demir Bag yapar Bag yapmaz Bag yapmaz
Protein Coker Cokmez Cokmez
Kafein Coker Cokmez Cokmez

1.1.2.3. Cayda Bulunan Alkaloidler

Caymn igerdigi alkoloid maddeler piirin tiirevleri olan kafein, teobromin ve teofilindir

(Sekil 1.8, Brunetto vd., 2007). Pirin niikleproteinlerin en onemli yapi tasidir. Cay
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yapraklarinin kafein icerigi cay tiiriine gore degisim gosterse de genellikle %2-5 (Kuru
kitle, a/a) araligindadar.

Q@  ch 7 cH T A
O S Y
| / /

0)\[?’ N/ 0)\?’ N O)\Pﬁ N

CH, CHs CH,

Kafein Teobromin Teofillin

Sekil 1.8. Alkaloidlerin kimyasal yapis1

Metilksantin bilesikleri olarak da bilinen bu ii¢ alkaloid, ¢ayin uyarict etkisinden
sorumlu bilesiklerdir (Goto vd., 1996; Fernandez vd., 2003; Yao vd., 2006a). Cay
yapraklarindan izole edilen ve 1,3,7-trimetilksantin (CgH1oN4O5) olarak adlandirilan ari
kafein, tadi aci kristal halde bir maddedir. Ila¢ ve mesrubat sanayinin 6nemli bir
hammaddesi olan kafeinin baslica dogal kaynagi kahve, ¢ay ve kakao cekirdekleridir.
Uretiminin %45’i dogal kaynaklardan (kafeinsizlestirilmis kahve iiretiminden ve cay
atiklarindan) geri kalan kismi ise sentetik yollardan elde edilmektedir. Dlnya kafein
tiketiminin %70’¢ ulasan kismi kolali iceceklerde, geri kalan kismi ilag sanayinde
kullanilmaktadir. Kalp, solunum yolu ve merkezi sinir sisteminde uyarict islev goriir ve
idrar soktlricl olmakla birlikte damar genisletici etkiye sahiptir. Bunun disinda 6zellikle
kozmetik sanayinde tercih edilen bir iriin haline gelmistir. Teobrominin ise kuvvetli
diuretik etkisinin oldugu belirtilmektedir (Tokusoglu ve Unal, 2002). Baz1 bitkiler stresli
kosullar altinda alkaloid iiretimini artirmaktadir. Golgeye toleransli bazi bitkilerde de golge
derecesi arttik¢a alkaloid iiretimi artmaktadir (Streit vd., 2007). Lin ve arkadaslar1 (2003)
tarafindan yapilan calismada da kafein miktar1 agisindan siyah cay birinci sirada yer
alirken, bunu sirasiyla oolong cay, yesil ¢ay ve taze cay yapragi izlemistir. Benzer
sonuclar, Cabrera vd., (2003) tarafindan da elde edilmistir. Ayrica cay bitkisinde kafein,
niikleik asitlerin pargalanmasi sonucu olugmaktadir ve bu parcalanma soldurma
asamasinda da devam ettigi i¢in siyah caym kafein igerigi artmaktadir (Kacar, 1987).
Hindistan ¢aylarindan %2,8-4,0, Cin ¢aylarinda %2,9-4,0 arasinda kafein bulunurken Tiirk
caylarinda %2,0-3,8 arasinda kafein bulundugu rapor edilmistir.
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1.1.3. Caydan Kafein ve Katesinlerin Geleneksel Yontemlerle Ekstraksiyonu

Cay orneklerinden kafein ve katesinler gibi degerli kimyasallarin ayrilmasinda farkli
yontemler uygulanmatadir. Su veya organik c¢oziiciilerin  kullanildigi  geleneksel
yontemlerin yani1 sira modern ekstraksiyon yontemleri de kullanilabilir. Caydan
katesinlerin ekstraksiyonuna yonelik literatiirde mevcut ¢alismalar1 ve yontemleri iceren
onemli bir derleme Vuang ve arkadaslan tarafindan (2010) yaymlanmistir. Sicak su gibi
geleneksel yontemlerin  yami1 sira ultrasonik, mikrodalga ve siliperkritik akiskan
ekstraksiyon yontemleri detaylariyla tartisilmistir. Tiim bu yontemler de iki hedef vardir.
Birincisi ¢ay orneklerinden (Yesil, siyah, oolong) veya c¢ay atiklarindan kafein ve katesin
ekstre edilerek alinmasi. ikincisi ise ¢ay bilesenlerinin bulundugu karisimdan kafein ve
katesinlerin sec¢imli ekstraksiyonu. Ilk islem igin cogunlukla tercih edilen sicak su
ekstraksiyonudur. Hem kafein hemde katesinler (ve diger bazi bilesenler) suda
¢oziindiigiinden en kolay ve temiz ekstraksiyon yontemidir. Su i¢ine ekstre edilen kafein
ve katesinleri hem birbirinden hemde sulu ¢ozeltiden ayirmak igin farkli polaritelere sahip
coziiciilerle s1vi-sivi ekstraksiyon islemleri uygulanir. Genel yaklagim sulu ¢6zeltiyi once
kloroformla ekstre ederek sonra da etil asetat ekstraksiyonuyla katesinleri ayirmak
seklindedir. Kafein ticari anlamda 6nemli olan bir madde oldugundan mevcut ¢aligmalarin
pek cogu cay veya cay atiklarindan kafeinin ayrilmasina odaklanmaistir.

Cay; katesin, kafein, teanin, klorofil, organik asit ve vitaminler gibi bir dizi suda
¢ozlnlr madde igerir (Tablo 1.4). Diger ¢oziinebilen maddelerle karsilastirildiklarinda
daha biiyiik miktarlardadirlar ancak aralarinda 6nemli 6l¢iide ¢oziiniirliik ya da molekiiler
boyut farki olmadigindan katesinleri bu maddelerden ayirmak oldukg¢a zor ve karmasiktir
(Huo vd., 2008) Son zamanlarda ilag, gida ve kozmetik triinlerinde kullanilmak tizere
caylardan katesin izole etmek igin dnemli metotlar gelistirilmistir (Huo vd., 2008; Shi vd.,
2005; Wang ve Provan 2000). Ciinkii yesil ¢ay, siyah ¢ay ve oolong ¢ay gibi diger caylara
nazaran yuksek oranda katesin igerir (Graham, 1992). Cogu katesinler yesil ¢caydan ham
katesin ekstraktlari, katesin karisimlar1 ve tek cesit katesin formunda izole edilmislerdir.
Ayirma ve izolasyon basamaklarini i¢eren bir sema Sekil 1.9°da verilmistir. Ham c¢ay
ekstraktlar terimi, ekstraktlarin sadece katesin icermedigi, kafein ve teanin gibi diger cay
bilesenlerini de igerdigini temsil eder. Katesin karisimi ekstraktlart yiliksek saflikta katesin

karisimlar1 igerirken tek gesit katesin ekstraktlar1 yuksek konsantrasyonlarda ya EGCG,
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ECG, EGC ya da EC igerir. Yesil ¢cay yapragmin kimyasal bilesimi ve fenolik madde
kompozisyonu Tablo 1.4°de verilmistir (Graham, 1992;Balentine,1998).

Yesll Cay |

Sulu ekstraksivon
Ohrganik ¢dmich ekstraksivon
Ultrason, mikrodalga ekstraksiyon
Cay demi | Ekstrakt edilmis
yapraklar
Sitme Adsorban .
Kismi kurutma Bl asetat
Cay konsantresi | Kafeini uzaklastninss cay
Ugurma Ugurma
Valkumda kurutma RP-HPLC koo Valumda kurutma
¥ Dondurarak kurnitma C 18 HPLC kolom Y Dondurarak korutma
Ham cay ekstraktlan Lf:;:m i Cay ekstraktlan kansmm
¥
Tek gegit kategin fraksiyonu
Ugmrma
Vakumda kerutma
Dondurarak kurutma
¥
Tek cesit katesin ekstraksivom

Sekil 1.9. Cay ekstraktlarini hazirlama yollar



20

Tablo 1.4. Yesil caydaki ana bilesenler

Bilesenler % Kuru madde
Katesin 30
Theanin 3

Kafein 3
Karbonhidrat 11
Proteinler 15
Organik asitler 2
Lipidler 30
Mineraller 10
Klorofil ve diger pigmentler 0,5

Genellikle ¢aydan katesinlerin izolasyonu ig¢in basit sivi-sivi ekstraksiyonu ve
adsorbsiyon ayirma teknikleri kullanilir. Stvi-siv1 ekstraksiyon tekniginin avantaji; daha az
enerji tilkketimi ve genis kapasitesidir. Fakat organik ¢6ziict fazlaca kullanildigindan tretim
maliyetinin yiiksekligi ve ¢evre kirliligi gibi iki 6nemli sakincas1 vardir. Etil asetat, propil
asetat, kloroform, ve diklorometan gibi fazla miktarlarda organik ¢oziicliniin sivi-sivi
ekstraksiyonunda kullanilmasi, son iirlinde belirlenemeyecek eser miktarlarda ¢oziiciiniin
kalmasina ve gida saghginda tehditlere yol acar. Adsorbsiyon ayirma metodu, ¢oziicli
kontrolii ve basit ¢alisma siireci ile daha avantajlidir. Cay katesinlerinin adsorbsiyon ile
ayirma tekniginde silikajel, seluloz, C-18 silika, Amberlite-XAD-7HP ve Amberlite XAD-
4 recineleri adsorban olarak kullanilir.

Caydan kafein ve katesin ekstraksiyonu ile ilgili en 6énemli ¢alismalarindan biri 2010
yilinda Vuong ve arkadaslar1 tarafindan yayinlanan derleme makalesidir. Bu c¢alismada
mevcut ekstraksiyon yontemleri detaylariyla agiklanmistir. Endiistriyel anlamda ¢ay
ekstraksiyonuna yonelik ¢alismalar genellikle c¢aydan kafeinin uzaklastirilmasina
yoneliktir. Kafeinsiz ¢ay liretimi 6nemli bir endiistri alan1 olup toksik kalint1 birakmadan
cayin kafeinsizlestirlmesi amaglanir. Temelde hem kafein hem de katesinler suda ¢oziiniir
oldugundan kafeinin kloroform kullanilarak basit bir ekstraksiyonla ayrilmasi miimkiindiir.
Kafein ve katesinlerin ekstraksiyonuna yonelik bazi ¢aligmalar asagida 6zetlenmistir.

Copeland ve ekibi (1998) ilk once kloroform kullanip c¢ay deminden kafeini
uzaklastirdiktan sonra katesinleri c¢oktiirmek igin tekrar kafein ekleyerek bir katesin
karisimi hazirlamigtir. Sonra karisim etil hegzanoat ve propil asetat ile bilesenlerine
ayristirilip dondurarak kurutma yoluyla EGCG yoniinden ekstrakt elde etmislerdir. Ayrica,

Jin ve ekibi (2006) c¢ay ¢ozeltisinden kafeini uzaklastirmak igin kloroform ekstraksiyonu
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uygulamig daha sonra katesin karisimi ekstrakti elde etmek igin etil asetat ile ekstraksiyon
yapmistir. Dong ve ekibi (2011) katesinleri ekstre etmek icin etil asetat kullanarak katesin
karisimi hazirlamistir ve kafeinin %79’unu almak igin etil asetat fazimi sitrik asit ile
yikamis ve %69 (w/w) katesin ve %4’ten az kafein igeren Urln elde etmistir.

Yesil ¢aydan katesinlerin ekstraksiyonu igin literatiirde mevcut bazi c¢aligmalar
asagida ozetlenmistir.

Vovk ve arkadaslarmin (2005) yaptig1 bir ¢alismada ise yesil ¢ay kaynayan su ile
ekstre edilerek kafein ve Kkatesinler ayrilmis daha sonra kloroform ve etil asetat
ekstraksiyonuyla birbirinden ayrilmistir. Row ve Jin (2006) organik ¢Ozucu
ekstraksiyonunu Kore ¢ayinda kullanmiglardir. 3 g yesil cay yapragin1 60 mL saf su ile 50,
80, 100 derecelerde 4 saat, 40 dakika ve 15 dakika 300 rpm’de karistirilarak
ekstraksiyonlar1 saglanmistir. Sonra silizge¢ kagidindan siiziilerek, siiziilmiis kisimlar
swkloroform (1:1 v/v) ile fazlarina ayrilmistir. Kafein ve diger safsizliklar kloroform
fazina tasinmustir. Su fazlar1 biriktirilip su/etil asetat (1:1 v/v) ile yeniden fazlarina
ayrilmistir. Etil asetat fazina tasinan katesin bilesikleri MgSO, kullanilarak kurutulduktan
sonra evapore edilmistir. En yiksek verimin 80 °C’de 40 dakikalik ekstraksiyonla elde
edildigi rapor edilmistir.

Kadeniz ve ilkay Koca tarafindan yapilan ¢alismada (2009) siyah ¢ay 6rneklerinin su

kullanilarak (100 °C) kafein ve katesinler su fazina alinarak igerik analizi yapilmistir.

1.1.4. Mikrodalga Yardimh Ekstraksiyon (ME)

Bu yontem karmasik yapili 6rneklerden onemli bilesenlerin ekstrakte edildigi
¢oziiciilerin ve mikrodalga enerjisinin kullanildig1 bir islemdir. ikinci diinya savasindan
beri kullanilan mikrodalga teknolojisinin, analitik laboratuarinda kullanimi 1970’lerin
sonunda olmustur. Mikrodalga enerjisinin etkinligi biiylik oranda ¢o6ziiciinlin igerigine,
bitki materyaline ve uygulanan mikrodalga giiciine bagli olmaktadir. Polar molekiiller ve
iyonik tiirlerin bulundugu durumlarda daha hizli bir enerji yayilmasi gerceklesmektedir.

Mikrodalga enerjisi elektrik ve magnetik alan bilesenlerini i¢eren Yylksek frekansl
elektromanyetik dalgalardir (300-300000 MHz). Elektromagnetik dalga olduklarindan
biribirine dik yonde etkiyen elektrik ve magnetik alan bilesenlerine sahiptirler. letisim
sahasinda kullanimlar1 yaninda endiistriyel ve akademik sahada da uygulamalar1 vardir.

Tibbi, endiistriyel ve bilimsel ¢alismalar i¢in genelde 2450 MHz frekanslar tercih edilir. Bu
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frekans 12.2 cm dalga boyuna karsilik gelir. Mikrodalgalar, ultraviyole, goriinir yada
infrared 151k gibi diger elektromagnetik dalgalardan daha disuk enerjiye ve daha ylksek
dalga boyuna sahiptir (Kingston ve Haswell, 1997). Genel olarak Mikrodalga-madde
etkilesimi maddeler halinde siralanirsa;

1) Kimyasal maddeleri dogrudan isitir.

2) Enerji tasarrufu saglar, ¢linkii mikrodalgalarin 1siya doniismesi yalniz
malzemenin kapladig1 hacim i¢inde meydana gelir ve civari soguk kalir.

3) Herhangi bir ikincil etki ve radyoaktivite tesiri gostermezler. Akim kesildigi
zaman etkisi ortadan kalkar.

4) Elde edilen islem hiz1 klasik metodlardan daha yiiksektir

5) Karigimlarda segici 1sitma saglar.

6) Otomatik sistemlere kolaylikla adapte edilebilir ve gii¢ seviyesi elektronik olarak
kontrol edilebilir.

7) Klasik 1sitmanin aksine sicaklik gradyeni tireten volumetrik bir prosestir. Sicaklik
belirli bir kritik degere ulastigi zaman ¢ok hizla yiikselir. Bu durum mikrodalga
ile 1sit1lan maddede ani bir sicaklik yiikselmesi meydana getirir.

8) Isitma dogrudan ve merkezdendir.

9) Elektromagnetik dalgalarla tasindigindan ortamda enerji kayb1 meydana gelmez
ve maddede sicaklik gradienti minimum olur.

10) Maddenin icine kadar niifuz eder ve boylece endiistriyel islemin daha aktif ve
hizl1 yapilmasini saglar.

11) Uzaktan etki yapar. Enerjiyi malzemeye tasiyan dogrudan bir ara¢ bulunmaz.
Kullanilan ortamda kirlenme olmadigindan sistemin daha saglikli ve temiz
kullanilabilmesini saglar (Baysar ve Kuester, 1994; Strauss ve Trainor, 1995;
Kingston ve Haswell, 1997) .

Ekstraksiyon, elektromanyetik dalgalarin  sebep oldugu hiicre yapisindaki
degisiklikler sonucu ortaya ¢ikdigindan mikrodalga ekstraksiyonu (ME) yonteminin temeli
geleneksel  yontemlerden (kati-sivi, basit ckstraksiyon) farklidir.  Mikrodalga
ekstraksiyonunda islemin hizlanmasi ve yiiksek ekstraksiyon verimi, ayni yonde galisan
ikili 1s1 ve kiitle gradyan tasima olaylarnin birlesimi sonucu olabilir (Chemat vd., 2009).
Oysaki, geleneksel ekstraksiyonda 1s1 transferi substratin disindan igine dogruyken, kiitle
transferi icten disa meydana gelir (Sekil 1.9). Buna ek olarak, geleneksel ektraksiyonda 1si,

materyalin i¢ 1sitma ortamina transfer edilir. Oysaki ME’da 1s1 1sinlanmis ortam igine
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hacimsel olarak dagitilir. Ekstraksiyon islemi esnasinda, ekstraktin geri kazanilma hizi
(oran1), zamanin lineer bir fonksiyonu degildir. Kat1 i¢indeki madde derisimin degisimi
kararsiz duruma yol acar. Kati pargacik igeren kat1 ve ¢oziicii arasinda ayirmayi olusturan
etkilesim siiresi boyunca meydana geldigi ongoriilen adimlar serisi su sekildedir;

1) Kat1 matris igine ¢oziiciiniin etkisi

2) Coziindiirme ve/veya bilesenlerin pargalanmasi

3) Kati matris {izerinden ¢6zlinmiis maddenin taginmasi

4) Katinin dis yilizeyinden ekstrakte edilen ¢oziinmiis maddenin tasinmasi (Aguilera,

2003).
RKonveksivon . <
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Sekil 1.10. Geleneksel ve mikrodalga 1sitmada 1s1 dagilimi modelleri

Genellikle ¢oziicli, difiizyon ile kati matris i¢ine niifuz eder ve kati ozelliklerinin
siirlandirdigi derisimine varincaya kadar ¢oziicii dagilir. Coziinmiis madde igeren ¢ozelti,
etkin difiizyon ile ylizeye yayilir. Son olarak, dogal veya gii¢lendirilmis konveksiyon,
¢Ozeltinin yiizeyden materyalin i¢ kisimindaki ¢ozeltiye transferidir. Materyal ekstraksiyon
boyunca fiziksel ve kimyasal pek ¢ok etkilesime maruz kalir. Dagilma giigleri, dokular
aras1 diflizyon, itici giicler ve kimyasal etkilesimler bunlarin sadece bazilaridir. Bu
olaylarin dayanikliligi ve siirekliligi ¢oziiniirliik, ¢oziindiirme giicii, saflik, polarite gibi
¢oziiciiniin 6zelliklerine bagl olabilir (Majors, 2008).

Mikrodalga enerji kullanilarak 1sitmanin prensibi, iyonlarin iletimi ve dipol
dondirme yoluyla molekil Uzerine mikrodalganin direkt etkisi temeline dayanir. Cogu
uygulamalarda bu iki mekanizma es zamanli meydana gelir. Iyonik iletim, bir manyetik
alan uygulandiginda iyonlarin elektroforetik gocldir. Cozeltinin bu iyon akisina direnci

sirtinme ile sonuclanir ve boylece ¢Ozelti 1siir. Dipol déndirme uygulanan manyetik



24

alanla dipollerin yeniden diizenlenmesi anlamina gelir (Périno-Issartier vd., 2011; Buffler,
1993).

1.1.4.1. Mikrodalga Ekstraksiyonun Onemli Parametreleri

Mikrodalga ekstraksiyonunu etkileyen pekg¢ok Onemli parametre vardir. Bunlar

sirastyla asagida tartisilmistir.

1.1.4.1.1. Coziicii Secimi ve Orani

Basarili bir ekstraksiyon gerceklestirmek i¢in uygun ¢ozlcl sec¢imi ¢cok onemlidir.
Secilen ¢oziiciilerin de mikrodalga 1s1masini absorplamasi, ¢oziicliniin matrisle etkilegimi
ve analitin ¢oziiciideki ¢Ozlniirliigli goz Oniine alinmalidir (Pan vd., 2003). ME’nin
seciciligi iizerine cok az literatiir rapor edilmistir. Ornegin igindeki tim maddeleri
ekstrakte edildiginden segici bir ekstraksiyon teknigi oldugu sdylenemez ve hemen hemen
her durumda ekstraksiyon sonrasi temizleme basamagi gereklidir (Song vd., 2011).
Ekstraksiyon genellikle kapali bir kapta gerceklestirilir. BU durumda basing artar ve ¢oziicli
kaynama noktasindan daha yiiksek sicakliklara ¢ikabilir. Cogu ¢6ziicii igin (aseton, aseton-
hekzan, diklormetan aseton gibi) kabin i¢indeki sicaklik, solventin kaynama noktasinin 2-3
katidir. Temel olarak iki tip ME sistemi kullanilabilir: Kapali kap sistemi (kontrollu
sicaklik ve basing altinda) ve agik kap sistemi (atmosfer sicakliginda). Kapali kap
sisteminde hiicreler eszamanli olarak 1sinlanirken, agik sistemde kaplar sirali olarak
1sinlanir.  Acik kaplarda sicaklik ¢oziiciiniin atmosferik basingta kaynama noktasiyla
siirliyken, kapali kaplarda sicaklik uygulanan basingla yliikseltilebilir (Llompart vd.,
1997). Kapal1 kap sistemi, ugucu bilesikler olmas1 durumunda daha uygun goriinmektedir.
Bununla birlikte, kapali kaplarda, ekstraksiyon sonrasinda kap agilmadan once sicakligin
diismesini beklemek gereklidir. Bu bazi durumlarda ekstraksiyon siiresini artirir.

ME yontemini etkileyen en 6nemli faktor ¢ozlict segimidir. Uygun bir ¢6ziict segimi
daha verimli bir ekstraksiyon islemi saglayacaktir. Coziicii sec¢imi, ilgili bilesiklerin
¢ozunirligiine, ¢cozlcl etkisine, drnek matrisi ve dielektrik sabiti ile etkilesimine (Chen
vd., 2008) ve yontemin kitle kinetik transferine baghdir (Spigno ve De Faveri, 2009). Bu
nedenle ¢oziiclinilin analite segici olmasi tercih edilir. Bir diger 6nemli konu ise geleneksel
ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciilerden dogrudan secilmemesidir. Bu nedenle ¢oziiciiniin

mikrodalga enerji absorblama kapasitesine ve 1sitma kapasitesine de baglidir (Spigno ve
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De Faveri, 2009; Eskilsson ve Bjorklund, 2000; Mandal vd., 2007; Chan vd., 2011). Genel
olarak, c¢Ozucide yiiksek dielektrik sabiti ve dielektrik kayip mevcutsa ¢oziiciiniin
mikrodalga enerjiyi absorblama kapasitesi yiiksektir (Spigno ve De Faveri, 2009). Ornegin
etanol oldukga iyi bir mikrodalga emici c¢oziicu iken hekzan mikrodalga-gecirgen bir
¢cozlcudir. (Spigno ve De Faveri, 2009; Tatke ve Jaiswal, 2011). Polar ve polar olmayan
coziculer ME’da kullanilabilir. Etanol, metanol ve su gibi yeterince polar olan ¢oziiciiler
mikrodalga enerjisi tarafindan 1sitilabilirler. Bu baglamda, ¢oziiciiniin 6zellikleri farkli
coziiciilerle birlestiginde de degistirilebilir (Brachet vd., 2002) Kutuplagsmanin ana kaynagi
olan dipol ydnlendirmenin yani sira iyon iletkenligi ve dielektik etki ile 1sitmadaki 1s1
kaybr engellemelerinden dolay1 ¢oziicii ortama tuzlarin eklenmesi isitma hizin1 da artirir
(Spigno ve De Faveri, 2009). Kiglk miktardaki suyun matriksin hicrelerine difiizyonu
kolaylastirdigin1 daha iyi 1sitmayr sagladigimi ve bu nedenle bilesiklerin daha yiiksek

oranlarda ¢dziicii igine transferini kolaylastirdigini gostermektedir.

1.1.4.1.2. Ekstraksiyon Suresi

ME da sitma siiresi dikkate alinmasi gereken bir baska ©nemli faktordiir.
Ekstraksiyon siiresi geleneksel yontemlere gore ¢ok kisa ve genellikle birkag dakikadan
yarim saate degigmektedir. Olasi 1sisal bozunma ve ylikseltgenme kontrollii 1sinlamayla
Onlenebilir (Al-Harahshed ve Kingma, 2004; Chan vd., 2011). Asir1 1sinma nedeniyle
¢Oziiciiniin (0zellikle etanol, metanol ve ¢oziicii kombinasyonunun) 1s1 kapasitesi artar. Su
miktarinin artmasi yliksek dielektrik 6zelliklerini ortaya ¢ikarir.

Uzun ekstraksiyon siiresi genellikle ekstraksiyon verimini arttirma egilimindedir,
ancak bu artisin ¢ok da uzun olmadigi rapor edilmistir (Wang vd., 2008). Cozuclniun
dielektrik o6zellikleri 1simnlama stiresini de etkilenmektedir. Su, etanol ve metanol gibi
¢oziiciiler ¢cok uzun 1sitmaya maruz birakilabilir ancak bu islem termolabil (1silkararsiz)
bilesenlerin parcalanarak kaybina neden olabilir (Mandal vd., 2007). Eger uzun
ekstraksiyon siiresine ihtiya¢ duyulursa kisa siireli ardisik ekstraksiyon devirleri
uygulanarak asir1 1sinmaya engel olunabilir (Chan vd., 2011;Xiao vd., 2008). Bu durumda,
bir sonraki 1sinlama siirecinde taze ¢oziicii materyali besler ve tekrarlanan basamaklarla en
yiiksek verime ulasilir (Spigno ve De Faveri, 2009; Chan vd., 2011). Islem déngiilerinin

sayis1 matris tiirli ve ¢ozilinene baglidir.
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1.1.4.1.3. Mikrodalga Giicii ve Ekstraksiyon Sicakhigi

Mikrodalgada gii¢ ve sicaklik birbiriyle iliskilidir ¢lnki yiksek mikrodalga gic
sistemin sicakligini artirir ve ekstraksiyon veriminin artmasina sebeb olur (Chemat vd.,
2005; Hu vd., 2008; Chan vd., 2011). Matrise saglanan enerji miktarini1 kontrol eden
mikrodalga glic ayn1 zamanda sicakligida kontrol etmektedir. Viskozite ve yilizey
geriliminde olusan diislis sebebiyle yiiksek sicakliklarda ¢Oziicl glcl artar, ¢ozinmeyi
kolaylastirir ve matrisin 1slatma ve niifuz etmesini tesvik eder (Mandal vd., 2007; Khajeh
vd., 2009; Liv d., 2010;). Buna ek olarak kapali bir kapta calisildiginda ¢oziiciiniin
sicakligr kaynama noktasinin ¢ok iizerine ¢ikar bdylece matris icindeki aktif bolgelerden
bilesenlerin daha iyi ektraksiyonuna yol acar (Eskilsson ve Bjorklund, 2000). Kullanilacak
mikrodalga giiciin biiylikliigli dogrudan dogruya 6rnek miktar1 ve ekstraksiyon siiresi ile
iligkilidir. Ancak 6rnek i¢inde bolgesel 1sitma alanlari olusabilir bu da bitki matrisini
parcalamak igin itici giic olarak hareket eder bdylece ¢6ziinen disar1 difiize edilir ve
¢oziiciiye alinmis olur. Giicti artirmak, genellikle ekstraksiyon verimini artirir ve daha kisa
ekstraksiyon siiresi ile sonuglanir (Hu vd., 2008; Chan vd., 2011). Ancak ekstraksiyon
stiresiyle ilgili tartismada oldugu gibi termal olarak duyarli bilesiklerin bozulmasina da
neden olabilir. Ayrica, daha yiiksek gii¢ kullanildiginda, hiicre duvarinin hizli yirtilmas: da
gergeklesir, bunun sonucu olarak daha fazla istenmeyen madde de ¢oziinen ile birlikte
ekstre edilmis olur (Mandal vd.,2007).

Istenilen sicakliga ulasmak ve zamani en aza indirmek igin en uygun ME glciini
secmek onemlidir (Eskilsson ve Bjorklund; 2000). Alfaro ve arkadaslar1 (2003) mikrodalga
ekstraksiyonda mikrodalga gl etkisini incelemek icin bir terim Onermektedir. Bu terim
belirli bir zaman igin ¢dziicliniin birim hacmi basina mikrodalga radyasyon enerjisi olarak
tanimlanan enerji yogunlugudur (W/mL). Li ve arkadasalarina (2010) gore enerji

yogunlugu, bir gii¢ diizeyinde tek basina parametre olarak kabul edilmelidir.

1.1.4.1.4. YUzey Alani ve Su Miktari

Sadece yukarida belirtilen parametreler degil, 6rnek 6zelliklerinin de ME siirecine
etkisinin tartisilmasi ve dikkate alinmasi gereken bir parametredir. Daha yiiksek bir temas
yiizey alaninda ekstraksiyon veriminin artacagi bilinmektedir. Ince pargaciklar
mikrodalganin derin girisine izin verir (Huie, 2002). Diger taraftan, ¢cok ince parcaciklar

birka¢ teknik sorunda yaratabilir ancak santrifij veya filtrasyon ile bunun Ustesinden
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gelinebilir (Mandal vd., 2007; Tatke ve Jaiswal; 2011). Hazirlik asamasinda 6rnek 6giitiiliir
ve matris ¢Oziicli arasindaki temas alanini artirmak i¢in homojenize edilir. Pargacik
boyutlar1 genellikle 2 mm ile 100 mm araligindadir (Eskilsson ve Bjorklund, 2000). Bazi
durumlarda, mikrodalga ekstraksiyonu o©ncesinde kurutulmus bitki materyallerinin
ekstraksiyon ¢oziiciisiinde i1slatilmasi verim artigina neden olur. Bu yontem 6n 6ziitleme
(pre-leaching) olarak adlandirilir (Mandal vd., 2007). Birgok durumda ekstraksiyon geri
kazanimi 6rnegin icerdigi nem tarafindan artirilir. Ornek icindeki nem 1sinir, buharlasir ve
hiicrede i¢ basincin olusumuna neden olur. Bu basing ¢6ziineni serbest birakmak icin
hiicreyi parcalar bundan dolay1 ekstraksiyon verimi artar (Wang ve Weller, 2006). Ayrica,
suyun bulunmasi hidrolizi tesvik eder ve boylece bilesiklerin oksidasyon riskini azaltir
(Wang vd., 2008). Verim artisinin muhtemel nedeni, suyun sismeyi artirmasi ve ¢oziicii ile
bitkisel materyal arasindaki temas ylizey alanini artirmasidir (Yan vd., 2010).

Ekstraksiyon yontem verimliligi en yiiksek geri kazanima o6zellikle bilesenlerin
etkisine, en kisa islem siiresi, en diisiik iiretim maliyetine ve minimum organik ¢oziicii
kullaninmina dayali iken ideal ekstraksiyon teknolojisi ekstrakte edilen bilesik tipine
baglidir (Dhobi vd., 2009).

Mikrodalga ekstraksiyon ile verim ve secicilik performansini artirmak igin
gelistirilmis bazi teknikler de mevcuttur. Bunlar dogrudan mikrodalga ekstraksiyonu yerine
birlestirilmis tekniklerdir: Bitki ve baharatlarin ugucu yaglarin izolasyonu i¢in mikrodalga
destekli damitma (MAD) (Chemat ve Smadja, 2004); mikrodalga hidrodiflizyon ve agirlik
ekstraksiyonu (Vian vd., 2008); vakum mikrodalga hidrodamitma (VMHD); biyolojik
matriksten su-yagin azeotropik karisiminin buharlastirilmasi i¢in 100 ve 200 mbar arasinda
basing¢larla mikrodalga ekstraksiyonu (Mengal ve Mompon, 1996); Soxhlet'le birlestirilmis
mikrodalga ekstraksiyon ve ¢oziicu icermeyen mikrodalga ekstraksiyonu bu kombinsyon
orneklerinin bazilaridir (Chemat vd., 2004). Bu teknikler bilimsel olarak arastirildiginda,
diinya ¢apinda bitkisel ilaglarin kalitesinin saglanmasi igin etkili ekstraksiyon teknolojileri
olarak gosterilmektedir (Mandal vd., 2007). Ozetle, mikrodalga ekstraksiyonu birgok
nedenlerden dolay1 dogal iiriinlerin ekstraksiyonunda geleneksel yontemlere alternatif bir
yontem olarak ¢ok kullanilmaya baslanmistir. Tabiki bazi dezavantajlarindan da s6z
edilebilir: Birincisi kat1 tortuyu uzaklastirmak i¢in ek filtrasyon veya santrifiij islemleri
gerekebilir; hedef bilesikler veya ¢oziiciiler apolar/ugucu oldugunda ekstraksiyon verimi
diisiik olabilir; son olarak da yiiksek sicakliklarin kullanimi 1siya duyarli biyoaktif
bilesiklerin kaybina yol agabilir (Wang, 2010). Diger tekniklerle karsilagtirildiginda ve
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ME’ nin avantaj ve dezavantajlar1 diisiiniildiigiinde geleneksel yontemlerle bir performans

karsilagtirmasi yapilabilir.

1.1.4.2. Cay Orneklerinin Mikrodalga Ekstraksiyonu

Mikrodalga ekstraksiyon tekniginin geleneksel ekstraksiyon yontemlerine gore bazi
iistiinliiklere sahip oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Genel olarak, mikrodalga
ekstraksiyon tekniginin, katesin i¢in etkin bir ekstraksiyon yontemi oldugu gosterilmis ve
cay bilesenlerinin ekstraksiyonu i¢in umut verici yeni bir yontem olarak tesvik edilmistir.
Ornegin Mandal (2007), Sherwani ve arkadaslar1 (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada
sekiz farkli cay1 geleneksel ve mikrodalga ekstraksiyon yontemlerine gore ekstre edilerek
sonuglar karsilagtirilmistir. Mikrodalga ekstraksiyonu ile 140 W, 210 W ve 245 W olmak
tizere ti¢ farkh giicde, 100 mL su ¢6ziiciisti icinde 15 dakikalik siirecte ekstre edilmis en
yuksek ekstrakt verimi % 34,1 olarak 245 W gii¢ de yesil ¢ayda elde edilmistir. Vuong ve
ark. (2012) poset yesil ¢ay drneklerini 200 mL su ¢6ziicustinde 500 W guicde kullanarak 30
saniyeden 120 saniyeye degisen zaman araliklarinda ev tipi bir mikrodalga ile
ekstraksiyona tabi tutmuslardir. Cay c¢ozeltisi oda sicakligina getirmek icin buz iizerinde
sogutulup 1:1 oraninda 500 mM L-tryptophan ile seyreltilerek HPLC analizine
hazirlanmigtir. Calismanin ikinci kisminda 200 mL sicak suda yarim dakika, 1, 2, 3 veya 4
dakika bekletildikten sonra 500 W gug¢ de 30, 45 ve 60 saniyelik sireclerde mikrodalga
ekstraksiyonu yapilarak diger islemleri aynen uygulamislardir. En yiiksek katesin verimleri
en az yarim dakika sicak suda bekleterek 1 dakika ev tipi mikrodalga ekstraktsiyonda elde
edilmistir.

Vuang ve arkadaglar1 (2012) yesil ¢ayin ekstraksiyon verimliliginde 6nemli olan dort
parametreyi incelemislerdir. Bu parametreler i) 6n demleme (0-180 dk), ii) ME stresi (0-6
dK) iii) su/¢ay orani1(4:1-100:1, mL:qg), iv) cay pargaciklarinin boyutu olarak belirlenmistir.
Oda sicakliginda degisen zaman araliklarinda 6n demleme islemi ardindan 800 W giicte
mikrodalga ekstraksiyonu yapilarak ilk 43 saniye ¢alistirildiktan sonra 13 saniye kapatilip
takiben 3 saniye c¢alistirilip tekrar 13 saniye kapatilarak ardisik 1sinlamalarla farkli zaman
araliklarinda 80 °C’de ekstraksiyon siirdiiriilmistiir. Sonu¢da yesil ¢ayin ME i¢in bir saat
6n demleme, iki dakika ME siresi, 30 mL:g su/yesil ¢cay oran1 ve 850 pum boyutta en
yiiksek ekstrakt verimi sagladigi rapor edilmistir. Benzer bir ¢aligma Li ve ark. (2010)

tarafindan rapor edilmistir. 600 W guiciinde bir mikrodalga ekstraktoriinde 3 dakika sure
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ile 20:1 (mL:g) oranindaki c¢ayin su ile ekstraksiyon kosullar1 belirlenmistir. ME daha kisa
ekstraksiyon siresi, blyUk enerji tasarrufu ve gevresel kirliligin azaltilmasi gibi 6nemli
avantajlardan dolay1 geleneksel yontemlere gore iistiinliiklere sahiptir.

Mikrodalga ekstraksiyon teknigi ile ilgili olarak literatiirde su disinda diger
¢oziciilerin kullanildig1 ¢aligmalar da rapor edilmistir. Pan ve ark. (2003) 20:1 (mL/qg)
¢ozlci/cay oraninda 90 dakika boyunca oda sicakliginda %50 (v/v) etanol ile kuru ¢ayin
demlenmesi ve bu islemi takiben ev tipi mikrodalga ile maksimum ekstraksiyon
verimlerine ulasildig1 rapor edilmistir. Nkhili ve ark. (2009) 600W mikrodalga firinda 80
ile 100 °C arasinda kontrollii bir sicaklik ile 20:1 (mL/g)’de ¢dziicii ¢ay orani igin 30
dakikalik siiregte ekstraksiyon verimlerini belirlemislerdir. Bu kosullar altinda c¢ay
katesinlerinin ekstraksiyon veriminin geleneksel 1sitma yontemlerine gore daha ylksek

oldugu belirtilmektedir.

1.1.5. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SFE)

1980’lerin ortalarindan itibaren kimyacilar, endiistride ve kontrol amagli resmi
laboratuvarlarda, karmasik yapili 6rneklerden analitleri ayirmak igin siiperkritik akiskanlari
kullanmaya baglamigtir. Ciinkii bu akigkanlar, sivilarin kullaniminda karsilasilan
problemlerin bir ¢ogunu ortadan kaldirmaktaydi. Siiperkritik akiskan kullanimi diger
ekstraksiyon yontemlerine karsi alternatif bir yontem olarak ilgi cekmektedir. Bazi
durumlarda, destilasyon, soxhlet, siv1 ekstraksiyonu gibi yontemlerle basarilamayan ¢ozme

istiinliikleri saglar.

1.1.5.1. Siiperkritik Akiskanlar ve Ozellikleri

Saf bir madde i¢in sicaklik-basing arasindaki iliskiyi gosteren faz diyagrami Sekil

1.11°de verilmistir.
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Sekil 1.11. Saf bir madde i¢in sicaklik-basing diyagrami

Bir maddenin, basing-sicaklik faz diyagraminda gaz-sivi denge egrisi ileriye dogru
hareket edilecek olursa, sicaklik ve basinci artar. Isil genlesmeler nedeniyle, sivinin
yogunlugu azalirken; basing arttigindan gazin yogunlugu artmaya baslar. Giderek sivi ve
gazin yogunluklari birbirine yaklasir, gaz ve sivi arasindaki farklar kaybolur ve egri bir
kritik noktaya gelir. Bu noktada madde artik ‘“akigkan™ olarak adlandirilabilir. Boylece,
maddenin sicakligi kritik sicakliginin (T), basinct ise kritik basmcinin (PK) Uzerine
cikartildiginda kati, sivi ve gaz fazlarindan daha farkli, yeni bir bolge ortaya ¢ikar ve bu
bolgedeki akiskan “siiperkritik akigskan™ olarak tanimlanir. Kritik nokta Baron Charles
Cagniard de la Tour tarafindan 1822 yilinda bulunmus, Thomas Andrews ise 1870 yilinda
stperkritik hal diye bir kavrami ilk defa tanimlanmistir (Brunner, 2005).

Sivi ve gaz fazlar arasindaki ayrimin kritik noktaya ulasildiginda ortadan kalkmasi

Sekil 1.12” de verilmistir.

1 2
Sekil 1.12. iki faz bdlgesindeki CO,’in artan basing ve sicaklikla siiperkritik hale gegisi
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Sekil 1.12°de sivi-gaz sisteminde ayrim agik¢a ayirt edilebilirken (1.durum) sistemin
sicaklik ve basincinin arttirilmasiyla ayrim daha az fark edilir. (2.durum) Bu iki fazin
yogunluklar1 arasindaki farkin azalmasindan kaynaklanir. En sonunda ayrim tamamen
ortadan kalkar (3. durum) ve sistem homojen hal alir (Oakes, 2001).

Stiperkritik akiskanlarin fizikokimyasal Ozelikleri sivilarla gazlarin 6zelikleri
arasindadir. Bu stiperkritik akigkanlarin daha etkin bir ¢oziicli olmasini saglamaktadir. Gaz,

siv1 ve sliperkritik akigkanlar i¢in 6zellikler Tablo 1.5°de verilmistir (Brunner, 2005).

Tablo 1.5. Yogunluk, viskozite ve difiizivite degerlerinin degisimi

Ozellik Sivi Siiperkritik Akiskan | Gaz
Yogunluk (g/cm®) | 0,6-1,6 0,2-0,5 (0,6-2,0)x10°®
Viskozite (g/cms) | (0,2-3,0)x10 | (1,0-3,0)x10™ (0,6-2,0)x10™
Difiizivite (cm?/s) | (0,2-2,0)x10° | 0,7x107 0,1-0,4

Stiperkritik bir akigkanin ¢ozme giicii o akiskanin yogunluguna baghdir. Sivininki
gibi yiiksek yogunluk ve ¢0zme giicii, gazinki gibi diistik viskozite, sifir yiizey gerilimi ve
analitler i¢in yuksek diflizyon hizina sahiptir (Biiyiiktuncel, 2012). Yaymnirligin artmasi ve
diisiik viskoziteleri nedeniyle, siiperkritik akiskanlarin kati gozenekli materyallere gazlar
gibi kolayca yayilabilmekte ve ¢cozme giicleri artmaktadir. C6zme ve yayilma giicii sivilara
gbre daha fazla oldugundan, hizli reaksiyon kinetigine sahiptirler (Zougagh vd., 2004;
Mira vd., 2009). Normal sivilarin tersine, superkritik akiskanlar sikistirilabilir ve bu
ylzden yogunluklar1 genis bir aralikta degistirilebilir. Yogunluk ve diger o6zellikleri,
sicaklik ve basmcin ayarlanmasiyla kolaylikla degistirilebilir. Bu 6nemlidir, ¢unku
stiperkritik akigkaninin daha yiiksek yogunlugu, onun daha iyi ¢6zme Kabiliyeti anlamina
gelmektedir. Cogunlukla maddelerin superkritik akiskanlardaki ¢ozinirligi, sivilardaki
¢ozlnlrliginden daha fazladir. Stperkritik akiskan cesitli 6rnek matrisleri igin ideal bir
ekstraksiyon ortami olusturur. Sicaklik, basing ve ¢6zme guciiniin degistirilmesiyle yiksek
secicilik de saglanir (Zougagh vd., 2004).

Stiperkritik akiskan bir ornekten gecirilmesi ile ozellikle iyonlasmayan tiirlerin
ayrilmast i¢in elverigli bir teknik olusur; Bu teknige siiperkritik akiskan ekstraksiyonu
(SFE) denir. Gida ve ilag endistrisinde degerli ve ortam kosullarina duyarh
hammaddelerin ekstraksiyonunda kullanilacak akiskanin se¢imi son derece 6nemlidir. Bu

se¢cimde, hammaddenin akiskan i¢inde ¢oziinlirliigli; kimyasal kararliligi; ekonomik ve
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kolay bulunabilen bir akigkan olmasi ve akiskanin toksik, patlayict ve yanict olmamasi gibi
sorunlar1 g6z oniinde tutulmalidir. Tablo 1.6°da biyolojik uygulamalarda en ¢ok kullanilan
¢oziciilerin kritik sicaklik, basing ve yogunluk degerleri verilmistir (McHugh ve Krukonis,
1994). Amonyak, n-pentan, metanol ve toluenin kritik sicakliklarinin yiiksek olmasi
nedeniyle, sicaklifa duyarli olan dogal maddelerin ekstraksiyonu i¢in uygun c¢oziicii

olmadiklart goriilmektedir (Calimli, 2003).

Tablo 1.6. Siiperkritik akiskanlarin fiziksel 6zelikleri

Coziicl Te (K) P (MPa) pe (kg/m®)
Etilen 282,5 5,0 220
Karbondioksit 304,3 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 4.1 290
Su 647,7 22.1 320

SlUperkritik akigskan olarak genellikle dusUk kritik sicaklik ve basinca sahip
oldugundan karbondioksit (Kritik kosullar1 =31,1°C ve P.=72,8 atm =7.4 MPa ) kullanilir.
Karbondioksit toksik degildir, alev almaz oldukca ucuzdur, kimyasallara ve radyoaktif
maddelere karsi kararhidir, Sistemden kolaylikla ayrilir ve geride atik birakmaz
(Buydktuncel, 2012). CO,, endiistride amonyak sentezi ve fermentasyon islemlerinin yan
tirtinii olarak bol miktarda tiretilmektedir. Dogada saf ve ucuz olarak bulanabilen bir baska
madde ise sudur. Suyun siiperkritik akiskan olarak kullanim alani, sahip oldugu yiiksek
kritik sicaklik (T=647.7 K) degeri nedeniyle sinirhidir (McHugh ve Krukonis 1994). Polar
olmayan ve orta polar organik bilesikler i¢in ylksek ¢ozme giicu gosterir. Karbondioksit
apolar oldugundan, daha polar analitlerin ekstraksiyonunu artirmak icin karbondioksite
modifiyer ¢Ozuculer de eklenir (Buyuktuncel, 2012). Siiperkritik akigkan ekstraksiyonu
yukarda oOzetlenen avantajlariyla klasik ¢6ziicu ekstraksiyonu yontemlerinin yerini
almaktadir (Lang ve Wai, 2001).

Baz1 dezavantajlarida su sekilde siralanabilir. Stperkritik akiskanlarla ayirma

islemlerinin yiiksek basingta (>80 atm) gerceklesmesinden dolay1 yatirim maliyeti ve enerji
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gereksiniminin artis1 gibi birkag dezavantaji vardir. Bununla birlikte, katesinler i¢in yiiksek
ekstraksiyon verimi her zaman mumkin olmayabilir (Park vd., 2007). Bir bagka
dezavantaji ise en saf COstiiplerinin igeriginde bile varolan %]1-2’lik oksijenin,
antioksidantlar gibi oksijene hassas bilesikler ile reaksiyona girip az miktarda da olsa

bozunmalarina neden olmasidir (Cocero vd., 2000)

1.1.5.2. Cay Orneklerinin Siiperkritik Akiskan ile Ekstraksiyonu

Cay orneklerinin stperkritik ekstraksiyonu ile ilgili literatiirdeki ¢alismalar ¢ok fazla
degildir. Kim ve ark. (2007) saatte 5,04-28,08 kg CO,/kg akis hizinda, 10-40 MPa
basingta, %15,8-23,8 kiitlesinde su miktar1 ve 313-353 K araliklarinda degisen
sicakliklarda stiperkritik karbondioksit yontemi kullanarak yesil caydan kafeini ekstrakte
etmiglerdir. Park ve arkadaslar1 (2007), sicaklik, basing ve modifier kullaniminin, yesil
caydan kafein ve katesinlerin ekstraksiyonunda biiyiikk etkiye sahip oldugunu
belirlemislerdir. Etanol kullanarak 7 g caydan 300 bar basingta ve 70 °C sicaklikta, 120
dk’lik ekstraksiyon ile kafeinin %97 den fazlasmin ayrildig: rapor edilmistir. Icen ve Giirii
(2009) 250 bar basing, 60 °C sicaklik ve 11 g/dk CO, akis hizinda 7 saat siirede atik
caydan kafein izole etmislerdir. Kim ve ark. (2008) modifier ¢oziicu su ile stperkritik
karbondioksit ekstraksiyon yontemi kullanilarak yesil caydan kafein ve EGCG ekstrakte
ederek, 40-80 °C sicaklik, 200-400 bar basing ve %4-7 su igeriginde bir seri optimizasyon
calismas1 yapmustir. En iyi verimin 40 °C, 400 bar ve %7 su igeriginde saglandigi
belirtilmistir. Elde edilen sonuglar, su veya etanoliin ¢oziicu olarak kullanildig: geleneksel
sivi  ekstraksiyon yontemi ile karsilastirilmistir. Sun ve ark. (2010) stperkritik
karbondioksit metodunu kullanarak yesil ¢aydan kafein ve katesinin alinmasinda modifier
(yardimci1) ¢oOziicii, cay parcaciklari boyutu, ekstraksiyon sicakligi ve zamanin etkilerini
incelemislerdir. Etanoliin en iyi yardimci ¢oziicii oldugu belirtilmektedir. Ortogonal dizi
tasarim yontemine gore yesil ¢ay1 kafeinsizlestirmek igin en iyi yontemin 0,2-0,6 mm
boyutundaki, 10 g ¢ayin 300 bar basingda, dakikada 1,5 L akis hizinda 80 °C’de 15 mL
etanol modifiyeri kullanilarak 2 saat boyunca yapilan stiperkritik karbondioksit
ekstraksiyonu oldugu belirtilmistir. Bu sekilde yesil ¢caydan % 70,2 kafein, % 6,2 katesin

elde edildigi rapor edilmistir.
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1.1.6. Cay Fenoliklerinin Analizinde Kullanilan Yontemler

Kromatografi bir karisimda diger yontemlerle ayrilmalar1 zor olan benzer 6zellikli
bilesenlerin ayrilmasi, tanimlanmasi veya nicel 6l¢limlerinin yapilmasina olanak saglayan
yontemler toplulugudur. Tiim kromatografik ayirmalarda numune bir gaz, sivi ya da
stiperkritik akigkan hareketli bir fazda ¢6ziiliir. Ardindan bu hareketli faz uygun bir sabit
faz boyunca gecirilir. Bu iki faz dyle secilir ki numunenin bilesenleri hareketli faz ve sabit
faz arasinda kendiliklerinden farkli derecelerde dagilirlar. Sabit faz tarafindan giiglii bir
sekilde tutulan bilesikler hareketli fazin akisiyla yavasgca hareket ederken sabit faz
tarafindan zayif¢a 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.

Bitkilerin ugucu bilesenleri gaz kromatografisiyle analizlenirken daha biiyiik
molekiiler yapili fenolik bilesikler sivi kromatografisiyle (HPLC) analizlenir. Cay
ekstraksiyonu {iriinleri suda ¢oziinen orta polar karakterli bilesikler sinifinda oldugu igin

analizleri genellikle yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile gerceklestirilir.

1.1.6.1. YUksek-Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yuksek-performansli sivi kromatografisi (HPLC) &zellikle biyolojik, farmakolojik,
besinsel, ¢evresel ve endiistriyel 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 gogerler.

HPLC cihazlar1 hareketli faz deposu, pompa, enjektdr, ayirma kolonu (se¢imli 6n-
kolon), kolon 1siticisi, dedektor ve integratdr veya bilgisayarl dijital sinyal alicist igerirler.

HPLC cihazinin genel bir gortintiisti Sekil 1.13°de verilmistir (URL 2, 2014).
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Sekil 1.13. HPLC cihazinin genel goriintiisii

Ultraviyole dedeksiyonuyla birlikte RP-LC (ters faz-sivi kromatografisi) bitki
ekstraktlarinin fenolik bilesikleri i¢in segilen bir yontemdir. Fenollerin ayrilmasi genellikle
metanol veya asetonitril ve modifiye edici olarak az miktarda asit iceren su hareketli
fazlaniyla calisan C18 kolonlarinda gergeklestirilir. Mobil fazda fenolik asitlerin
protonlagsmalarin1 6nlemek icin formik asit (HCOOH), asetik asit (AcOH), trifloroasetik
asit (TFA) ve fosforik asit (H3PO,) gibi asitler modifiye edici olarak kullanilirlar ve
boylece pik sekli ve ¢oziiniirligiin iyilestirilmesi saglanir (Wu vd., 2004).

On-line UV spektrum bilesiklerin tanimlanmasin1 kolaylastirirken, diyot serili
dedektorler (DAD) segicilik ve duyarlilifi optimize etmek icin farkli dalga boylarinin es
zamanlt olarak goriintilenmesi i¢in kullanilirlar. RP-LC-DAD  (ters faz-sivi
kromatografisi-diyot serili dedektor), pek ¢ok fenolik bilesik i¢in gii¢lii bir analiz yontemi
olarak gosterilmistir. Fakat yinede UV dedeksiyonu belli uygulamalar i¢in yeterince
duyarl ve spesifik degildir.

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

kokenli flavonoidlerin analizinde yegane teknik olarak tanimlanabilir.

1.1.6.2. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kromatografisi, bir kati—s1v1 adsorpsiyon kromatografisidir. Bu yontemde

sabit faz, ¢esitli materyallerden yapilmis plakalar Gstiine (cam, aliminyum, polimer) ince
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bir tabaka halinde kaplanmis kati adsorban maddedir. Adsorban madde olarak kolon
kromatografisinde de kullanilan tiim sabit fazlar (poliamid, allimina, silika jel, seltloz vb.)
kullanilabilir.

Maddelerin kolay, hizl1 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 g¢ogunlukla sinirli analiz giicline sahip ve
cogunlukla nitel analiz i¢in kullamlir. Yiiksek Performansh ince Tabaka Kromatografisi
(HP-TLC), geleneksel TLC’yi model alarak gelistirilmis ve nicel analiz yapabilen modern
bir analitik cihaz halini almistir. Giliniimiizde plaka ve cihaz alaninda meydana gelen
teknolojik gelismeler, sistemin ayirim saglamadaki performansini arttirmis ve 1980 sonrasi
densitometre tinitesinin sisteme kazandirilmasiyla olduk¢a ylksek 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
kullanim alanlar1 daha da artmustir. Ozellikle bitkisel arastirmalarda, cevre analizlerinde,
gida giivenliginde, Klinik uygulamalarda, metobilizma ¢alismalarinda, farmasotik
uygulamalarda ve adli incelemelerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Tlrkmen vd., 2008).

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 icindeki numunelerin, belirlenen
miktarda ve bilgisayar kontroli ile plakaya x-y duzleminde, uygun mesafelerde azot gazi
altinda bant veya nokta seklinde uygulanmasini saglar. Ornekler bu yolla plaka yiizeyine
uygulandiktan sonra plaka yiiriitme tankina ayirim isleminin gergeklesmesi igin birakilir.
Daha sonra plaka, ayirimi gerceklesen lekelerin densitometrik olarak degerlendirilmesi i¢in
liclincli cihaz olan tarayici iinitesine uygun sekilde yerlestirilir. Densitometri, plaka
tizerindeki her bir lekeye gonderilen 151810 siddetinden, yansiyan 1518in siddeti ¢ikartilarak

elde edilen spektrumdan bilesenin derigimine iliskin bilgi saglar.

1.1.7. Dunyadaki Pazan

Cay ve cay atiklarindan izole edilebilecek kimyasallarin miktar1 azimsanmayacak

kadar 6nemlidir. Pek ¢ok farklt marka iginde belli oranlarda katesin igeren {iriinleri icerik
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miktaria gore degisen fiyatlarla piyasaya sunmaktadir. Tablo 1.7” de bazi ticari iiriinler

ve fiyatlar1 bulunmaktadir (URL-3, 2013).

Tablo 1.7. Bazi ticari katesin tirlinleri 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, 36$
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 6niline alindiginda Tiirkiye gibi gay Ureticisi olan bir Glkede icimlik gay
dis1 triinlerin degerlendirilmesi hem Tiitk ¢aymnin tanitilmasi hem de ¢ay disi iirlinler
pazarinda yerini almasi i¢in 6nemli bir baslangi¢ olacaktir. Yesil ¢ay katesinlerinin diinya
pazarindaki yeri ve yillik potansiyeli hakkinda en onemli veriler European Green Tea
Extracts (GTE) Markets baslikli bir raporla Research and Markets tarafindan
yayinlanmistir (URL-4, 2011). Ticari olarak katesin tiirevlerini satan firmalar istenen
miktara ve kaliteye gore fiyat secenekleri sunmaktadir. Ozellikle bu pazarda katesin
tiirevleri farkli formiilasyonlarla birlikte yag yakici tabletler olarak tanitilmakta ve saglik
Uriinleri ve giinliik yasam destekleri icinde gosterilmektedir.

Diger bir endiistriyel {iriin olan kafeinin en yaygin kullanim alan1 gida sektoriidiir.
Kolali igecekler i¢in giderek artan kafein ihtiyaci, giiniimiizde genellikle sentetik
yontemlerle karsilanmakta ise de, tarima dayali lilkelerde oldugu gibi ililkemizde de ¢ay ve
cay atiklarindan {iretimi, giderek 6nem kazanmaktadir. Bunun disinda 6zellikle kozmetik
sanayinde ve ilag sektoriinde de tercih edilen bir {irlin haline gelmistir. Kafein ilag
endustrisinde saf halde ya da karisim olarak kullanilir. En ¢ok kafein-sodyum benzoat,
kafein-sodyum salisilat ve kafein sitrat seklinde kullanilmaktadir. Ayrica piyasada 30 mg
kafein iceren aspirin ve kafein tabletleri (350 mg salisilik asit+30 mg kafein)

bulunmaktadir.

Ozellikle enerji iceceklerinin (iretiminde giderek artan bir potansiyele sahiptir ve bu
yoniiyle 6nemli bir endiistriyel hammadde adayidir. Sadece iilkemizde kullanilmak

amaciyla her yi1l yaklagik 50 ton kafein ithal edilmektedir.
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1.1.8. Calismanin Amaci

Cay bitkisi, Cin, Japonya, Kuzey Hindistan, Endonezya gibi Dogu ve Uzakdogu
ulkelerinde yetisen ve uygun iklim kosullarina sahip diger tilkelerde de kiiltiirii yapilan,
binlerce yildan beri taninan bir bitkidir. Cayin, stati semboll ve sifa veren bir icecek
olmasi sebebiyle, yiizyillarca Asya kiiltiirinde 6nemli bir yeri olmustur (Isik, 2010).
Yagisin bol ve iklimin sicak oldugu boélgelerde yetistirilmesine ragmen diinyada cay
tiretiminin ekonomik olarak yapildig1 yerler siirhidir. Hindistan, Cin, Sri Lanka,
Endonezya, Kenya ve Japonya ¢ay bitkisinin yaygin olarak yetistirildigi ve ¢ay tliretiminin
yogun olarak yapildig: iilkelerdir. Bu iilkeler ve Tiirkiye ile birlikte 30’a yakin iilkede
ekonomik diizeyde cay iretimi gergeklestirilmektedir. Turkiye’de caylik alanlarin %
65,62’si Rize, % 20,46’s1 Trabzon, % 11,3’u Artvin, % 2,6’si ise Giresun ve Ordu illerinde
olmak (zere Dogu Karadeniz Bolgesi’nde bulunmaktadir. Gunumizde bu bdlgemiz
Tiirkiye’nin  ihtiyacin1  karsilamakta ve cay ihracati yapacak boyutta {iretim
yapabilmektedir (Fisunoglu ve Besler, 2008).

Tirkiye’de ¢ay Mayis- Ekim aylar1 arasinda 6 aylik bir periyotta ii¢ siirgiin olarak
hasat edilmektedir. Dogu Karadeniz bolgesinde yetisen caylar, ekolojik sartlar nedeniyle
kis aylarinda kar altinda kalmaktadir. Bu dogal ozellik diinyada Dogu Karadeniz
kiyilarindan bagka hicbir bolgede bulunmamaktadir. Cografi ve ekolojik sartlar geregi
Dogu Karadeniz’deki topraklarda ve cay bitkisi Gzerinde hicbir suretle kimyasal ilagla
miicadele yapmaya gerek duyulmamaktadir. Kimyasal zirai miicadele ilaci
kullanilmadigindan boélgede {iretilen siyah ve yesil caylarda pestisit kalintisina da
rastlanmamistir. Bu durum ise iilkemizi saglikli siyah, yesil ve organik cay iiretimi i¢in
ideal iilke durumuna getirmektedir. Sadece bu 6zelliginden dolay1 Tiirk Cay1 diinyanin en
saglikli en dogal ¢ay1 olma 6zelligini tasimaktadir.

Caydan igimlik 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-igecek endiistrisinde katki maddesi olarak birgok alanda
genis kullanima sahiptir. Caydan fenoliklerin izolasyonlar1 ve ¢esitli yap1 aydinlatma
yontemleriyle analizleri iizerine pek ¢ok ¢alisma literatlire kazandirilmistir. Bu ¢aligmalar
bitkinin biyolojik aktiviteye sahip ikincil bilesenlerinin tayin edilmesi amaciyla yapildigi
gibi kemosistematik agidan bitkinin incelenmesi i¢in de 6nem arz etmektedir. Buglne

kadar yapilmis ¢alismalarin ¢ogu Cin ve Hindistan tiirleriyle ilgilidir. Tirk ¢ayi ile ilgili
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sadece bir kag ¢alisma mevcuttur. Bu ¢aligmalarin ¢ogu; ¢esitli kalitede siyah ¢ay tiirlerinin
antioksidan aktivite, toplam fenol igerigi, vitaminler, mineraller, elementel igerikleri,
teaflavin ve teanin igeriklerini konu almaktadir. Tiirkiye cay {iretiminde diinyada besinci
siradadir ve 2013 yili rakamlarina gore 1,5 milyon ton cay iiretilmistir. Uretilen caymn
biiyiik bir kismi geleneksel igecek olan siyah cay icin kullanilmakta olup yalnizca ¢ok
kiigiik bir kism1 yesil ¢ay olarak iiretilmektedir. Bolgede iiretilen gaylarin katesin ve kafein
igerikleri ile bunlarin etkin ekstraksiyonu i¢in uzun vadeli izlenme ve analizlerine dair
bilimsel veriler mevcut degildir.

Tez c¢alisgmast SAN-TEZ projeleri kapsaminda Dogu Karadeniz Bolgesinde
yetistirilen caylardan Onemli kimyasallarin ayrilmasina odaklanmistir. SAN-TEZ
projelerinin temel unsuru bolge ekonomisine katkida bulunabilecek bilimsel ¢alismalari
desteklemektir. Bu amagla %75°1 Sanayi Bakanlig1 %25°1 ise yararlanici firma tarafindan
olusturulan biitce dogrultusunda ekonomiye katki saglayacak yontem veya firetme
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 cay fabrikalarinin destegi ile 2011-2014 yillar
arasinda “Yesil Caydan Katesinlerle Diger Uriinlerin Makro Boyutta Uretimi” baslhkli
00932.STZ.2011-1 proje hayata gegirilmistir. Bu calisma 2013 ve 2014 yillarinda striim
olarak adlandirilan iki toplama sezonunda yapilan Orneklemelerle Dogu Karadeniz
Bolgesinde yetistirilen yas cay (yas, kuru ve dondurulmus) ve cay atiklarinin ¢esitli
sartlarda ekstraksiyonundan kafein ve katesinlerin elde edilmesini hedeflemektedir.
Katesin ve kafein elde etmeye yonelik etkin, ekonomik, kolay uygulanabilir ve cevreye
duyarl bir yontemin gelistirilmesi amaglanmustir.

Bu anlamda ekstraksiyon siiresini oldukg¢a kisaltan mikrodalga ekstraksiyon (ME)
geleneksel yontemlere alternatif bir yontem olarak kabul gérmektedir. Tez kapsaminda su,
sitrik asit-su ve etanol-su olmak flizere ii¢ farkli ¢oziicii sistemi ile 600 W giiciinde
calistirilan kapali bir mikrodalga ekstraksiyon sisteminde yas cay, atik ¢ay ve kafein tozu
orneklerinden ekstraksiyon islemi yapilarak etkin ¢0zlct sisteminin belirlenmesi
hedeflenmistir. Etkin sistem yalnizca ekstrakt verimleri ile degil igerik analizleriyle daha
net acgiklanacaktir. Calismadan elde edilecek verilerle yillar ve siirimler arasindaki farklar

da degerlendirilebilir.
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Mikrodalga ekstraksiyon sonrasinda elde edilen ekstrakttan toksik organik ¢oziicii
kullanmaksizin siiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SFE) ile ardisik olarak kafein ve

katesinlerin ekstraksiyonu da amaglanmaistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Laboratuvar c¢aligmalarinda kullanilan tiim kimyasal malzemeler analitik saflikta

olup kullanim amaglar1 ve markalar1 Tablo 2.1° de verildi.

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
Etanol Ekstraksiyon Sigma Aldrich
Metanol HPLC hareketli fazi Merck

N,N Dimetilformamid HPLC hareketli fazi Merck

Asetik asit HPLC hareketli fazi Sigma Aldrich
MgSO, Kurutucu Sigma Aldrich
CO, SFE Hareketli Fazi Habas

FeCls 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 Standard1 Sigma Aldrich
(-)Katesin HPLC Standardi Sigma Aldrich
(-)Kafein HPLC Standardi Sigma Aldrich
Gallik Asit HPLC Standardi Sigma Aldrich

2.2. Kullanilan Cihazlar

Calismalar sirasinda faydalanilan cihazlar, malzemeler ve markalar1 Tablo 2.2° de

gosterildi.
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Tablo 2.2. Kullanilan cihazlar, malzemeler ve markalari

Cihaz Ad Marka

Hassas terazi Ohaus PA 214C

Ultrasonik banyo Elma D-78224

Evaporator Heidolph

Vakum Pompasi ILMVAC

0,40 um filtre Gelman Scienses

HPLC Hitachi Elite

HPLC kolonu Agilent C18, 150mm (4,6x5 pm)
HPLC enjektori Hitachi L-2200

HPLC pompast Hitachi L-2130

HPLC kolon firimi Hitachi L-2300

HPLC DAD dedektor Hitachi L-2455

Vakum filtresi 0,2 milipore

Stiperktitik akiskan ekstraktor Applied Seperation

Slperkritik modifiyer pompa Applied Seperation Series 1500
Stiperkritik basing pompast Atlas Copco GX-4FF
Stiperkritik Sogutucu Applied Seperation Polyscience
Pargalayict Waring Commercial Blender
Stizgeg Kagidi 110 mm Sartorius Stedim
Mikrodalga Milestone Start S Microwave

2.3. Cay Ornekleri

Calismada hem ekstraksiyon hem de izolasyon islemleri i¢in biiyiik boyutta katesin
ve kafein elde etmeye yonelik ucuz ve kolay uygulanabilir bir yontemin gelistirilmesi igin
Theaceae familyasindan camellia cinsinin yas ¢ay (Camellia sinensis) tirQ arastirildi.
Sadece yas ¢ay Ornekleri degil ayni1 bolgede cay fabrikalarinda liretim sirasinda agiga ¢ikan
cay atig1 ve kafein tozu olarak adlandirilan atik materyallerde calisildi. Calismada

kullanilan 6rneklerin goriinimii Sekil 2.1°de verildi.
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Cay Atlgi Kafein Tozu
Sekil 2.1. Caligmada kullanilan 6rnekler

2.4. Cay Orneklerinin Toplanmasi ve Tanimlanmasi

Calisma materyali olarak kullanilan yas cay Ornekleri Sircay San. Co. Ltd.
(Stirmene, Trabzon) sirketi tarafindan temin edildi. Tez kapsaminda calisilan Camellia
sinensis bitkisinin lokalitesi, toplanma zamani ve kisimi Tablo 1’de verildi.

Bu tez kapsaminda hem cay toplama siiregleri hem de ekstraksiyon yontemlerinde
farkli yontemler test edildigi i¢in bir biitiinliikk olmas1 amaciyla aym1 ¢ay bahgesinden
toplanan ornekler kullanildi. Bu amagla tez calismasinit SAN-TEZ projesi kapsaminda
destekleyen firmalardan olan SURCAY (Siirmene, Trabzon) tesislerine ait bir cay bahcesi
belirlendi. Ayn1 bolgeden yapilan ornekleme ile iklim, toprak, ve bitki farkliligindan
kaynaklanabilecek etkileri minimuma indirilmis olunur. 2011-2014 yillar1 arasinda yapilan
orneklemelerle birgok g¢alisma yiiriitilmiis olmasina karsin bazi parametrelerin daha net
kargilastirilmast  ve sonuglarin  daha net degerlendirilmesi amaciyla 2013-2014
orneklerinden elde edilen veriler tez kapsaminda degerlendirildi.

B6lim 1.9’da ana hatlar tartisilan galisma amaglar1 dogrultusunda 2013-2014 yili
birinci, ikinci, li¢lincli siirim donemlerinde Ornekleme yapildi. Bolge tireticileri iklim
sartlarina bagli olarak genellikle Mayis (I. Siirlim), Haziran (II. Siirtim) ve Temmuz (IIL.
Siiriim) aylarinda ¢ay hasati yapmaktadirlar. Yas cay ¢alismalarinda iireticinin ¢ay liretmek
i¢cin toplama yaptig1 sistem uygulandi. Cay bitkisinin {ist kismindan 2,5 yaprak igeren ug
bolgeden 6rnekler alindi. Her toplama sezonunda toplanan érneklerin ekstraksiyonunda (¢
farkli 6rnek grubu olusturuldu. Oncelikli olarak taze yaprak ve dallar hemen laboratuvara
taginarak yapilacak islemler icin gruplandirildi. Enzimatik bozunmadan kaginmak igin
tasima sirasinda koyu renkli posetler kullanildi. Bu tip 6rneklemelerde canliligi korumak
icin s1v1 azot tankinda veya sogutma yapilarak tasimak uygundur. Ancak bu calisma bir
SAN-TEZ projesi kapsaminda yiiriitiildiigii ve gercek sartlarla uyumlu olmasina dikkat

edildigi icin 6zel koruma Onlemleri alinmadi. Cay iireticisinin ¢aymi toplayip islenmek
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Uzere fabrikaya getirmesi siireci ¢ok kisa olmadigindan kismi enzimatik bozunma her
zaman mevcuttur. Ornekleme sonrasi taze ¢ay yapraklari ii¢ farkli yolla analize hazirlandi.

Ilk grup cay ornekleri ‘‘taze’” olarak adlandirildi ve &rnekler laboratuvara
ulastirildiktan hemen sonra ekstraksiyon igin isleme alindi. Bu 6rnekler 6nce blenderdan
gecirildi ve hemen sonrasinda segilen ekstraksiyon isleme tabi tutuldu. Ikinci grup
““‘dondurulmus’’ olarak tanimlandi. Bu grupta da taze 6rnege uygulanan islemler aynen
tekrar edildi ve pargalanmis materyal uygun kaplara alinarak -20 °C’de ekstraksiyon
islemine kadar saklandi. Bu islemin amaci Boliim 1.3’de aciklandigl sekliyle biiytlik
boyutlu analiz c¢alismalarinda kullanilarak materyalin taze-dondurulmus olarak
saklanmasidir. Eger ¢alisma sonuglar taze orneklerle ¢alismanin daha verimli olacagini
gosterirse ham bitkisel materyalin dondurularak saklanabilir olup olmadigin1 da
gOsterecektir.

Uclincii grup ise “‘kurutulmus’” c¢ay Orneklerini icerdiginden ‘‘kuru’’ olarak
tanimlandi1. Kurutma ile su igerigi uzaklastirildigindan bu yolla daha yiiksek verimler elde
edilmesi beklenmektedir. Bu grupta ¢ay ornekleri 1sik almayan havadar bir ortamda
kurutularak 6giitme ekstraksiyon islemlerine gecildi. Kurutma islemi sonrasi ¢ay ornekleri
yaklagsik 1/3 kiitle kaybina ugramaktadir.

Yas caymn taze, kuru ve dondurulmus c¢ay orneklerinin disinda ayni 6rnekleme
periyotlarinda siyah cay tiretimi sirasinda aciga ¢ikan atik ve kafein tozlarida 6rneklendi.
Siyah cay atig1, ¢aym islenmesi sirasinda eleklerden ayrilan ve higbir ekonomik degeri
olmayan kalintidir. Cogunlukla ¢ay bahgelerine atilmakta veya cay fabrikalarinda 1sitma
icin yakilmaktadir. Kafein tozu ¢ay fabrikalarinda siyah cay iiretimi sirasinda olusan kiiciik
cay tozlaridir. Bolge halki tarafindan “kafein tozu” olarak adlandirilir. Fabrikada higbir
sekilde degerlendirilmeyen bu atigin baska bir kullanim alan1 da bulunmamaktadir. Tez
kapsaminda 2013-2014 yillarinda tiim toplama sezonlarinda siyah ¢ay atig1 ve kafein tozu

orneklemeleri yapildiktan sonra ekstraksiyona tabi tutuldu.

2.5. Kafein ve Katesinlerin izolasyonu I¢in Kullanilan Ekstraksiyon Yontemleri

Tez c¢alismasinda ayrintilar1 Bolim 1.5°de tartisilan mikrodalga ekstraksiyonu
kullanild1. 2013 ve 2014 orneklemeleri yapilarak tiim 6rneklerin ME ile farkli ¢oziiciiler
icindeki ekstraksiyon verimleri, ekstrakt icerikleri analiz edilerek en iyi verimleri saglayan

¢ozlcu sistemin belirlenmesi hedeflendi.
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Mikrodalga ekstraksiyonu, c¢ay orneklerinden kafein ve Kkatesinlerin birlikte
ekstraksiyonu i¢in uygulanan bir yontemdir. Bu yontem ile daha kisa siireglerde
ekstraksiyon yapilabilinir. ME sonrasinda sulu ekstraktin igerdigi kafein ve katesinleri
ayirmak ic¢in geleneksel yontemlere benzer kloroform ve etil asetat ekstraksiyonlari
yapilmasi gerekir. Oysaki ME ile kisa siireglerde sulu faza alinan bilesenlerin SFE ile
secimli olarak birbirinden ayrilmasi yeni bir strateji olabilir. Sulu ekstraktin
liyofilizasyonla (dondurarak kurutulmasi) sonrasi optimize edilmis CO,-SFE sistemiyle de
katesinlerin ayrilmasi amaglandi. Uygulanan ekstraksiyon yontemlerinin detaylari

asagidadir.

2.5.1. Mikrodalga Ekstraksiyonu

Cay orneklerinin mikrodalga yontemiyle ekstraksiyonunda mikrodalga gucl ve
stiresine yonelik pek¢ok on calisma yapildi. Bu on ¢alismalarda literatiirde verilen
parametreler veya bu parametrelerin birlestirilmesinden olusan modifiye sartlar kullanildi.

Farkl1 yillarda ve siiriimlerde alinan yas c¢ay (kuru, yas, dondurulmus), kafein tozu,
atik cay ornekleri 90 dakikalik bir 6n ¢alkalama islemi sonrasinda 4 dakikalik bir siirecte
600 W mikrodalga glictinde, 80 °C sicaklikta ekstre edildi. Mikrodalga isleminde kapali
sistem ekstraksiyon kabi kullanildi (MILESTONE START S Microwave). Kullanilan

cithazin goriintimii Sekil 2.2° de verildi.

i

-—- "‘

Sekil 2.2. Mikrodalga ekstraksiyon cihazinin goriiniimii

Belirtilen ¢alisma sartlarinda ti¢ farkli ¢6ziicli ortaminda ekstraksiyon yapildi.
1) Su ile ekstraksiyon: 10 g Ornek (kuru, yas, dondurulmus, kafein tozu, atik) 200
mL suda oda sicakliginda 90 dk calkalayicida ¢alkalandi. Daha sonra mikrodalga
cihazinin balonuna alindi1 (Pan vd., 2003). 600 W mikrodalga gug, 80 °C sicaklik
da 4 dakika sire ile ekstre edildi (Nkhili vd., 2009).
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2) Sitrik asit-su ile ekstraksiyon: 10 6rnek (kuru, yas, dondurulmus, , kafein tozu,
atik) 200 mL 0,1 M sitrik asit-su (1:1 v/v) ¢ozeltisi i¢inde 90 dk calkalayicida
calkaland1 ve aymi sartlarda belirlenen kosullarda mikrodalga ekstraksiyonu
yapildi.

3) Etil alkol-su ile ekstraksiyon: 10 g 6rnek (kuru, yas, dondurulmus, kafein tozu,
atik), 200 mL etil alkol-su (1:1 v/v) ¢ozeltisi i¢inde oda sicakliginda 90 dk
calkalayicida ¢alkalandi ve ayni sartlarda mikrodalga ekstraksiyonu yapildi.

Kafein ve diger safsizliklari ayirmak amaciyla 50 mL’lik kloroform ile U¢ kez
ekstrakte edildi ve kloroform fazlar1 birlestirildi. Evaporatér yardimiyla kloroform
ucurularak elde edilen ekstraktin kiitlesi tartildi. Bu verilerden yararlanilarak % kafein
verimleri hesaplandi. Su fazi daha sonra etil asetat (1:1 v/v) ile yeniden ekstre edildi. Etil
asetat fazina tasinan katesinleri elde etmek icin dnce MgSO, kullanilarak etil asetat fazi
kurutuldu sonra kuruluga kadar evapore edildi, katesin ekstraktinin kiitlesi ol¢iildii ve %
katesin ekstrakt verimleri hesaplandi. Karisimdaki herbir katesinin nitel ve nicel analizi
icin HPLC kromatografik analizler yapildi. Kafein igeren ekstraktinda kromatografik

analizleri yapilarak saflig1 kontrol edildi.

2.5.2. Mikrodalga Ekstraksiyon Sonrasi Suiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

2.5.2.1. SFE Optimizasyonu

Mikrodalga ekstraksiyonuyla g¢ay Orneklerinden ayrilan ekstraktlarin ¢dziiciileri
liyofilizatorde tamamen uzaklastirildi. Bu kafein ve katesinlerin bir karisimi olan bu kaba
ekstraktlardan SFE ile kafein ve katesinlerin ayrilmasi hedeflendi. Bu amacla 6énce SFE
icin optimizasyon ¢aligmas1 yapildi daha sonra optimize edilen yontem karigim ekstraktina
uygulandi.

Cay orneklerinden SFE ile ekstraksiyonu konusunda yapilan literatiir aragtirmalari
sonucunda yesil ¢caydan kafeinin uzaklastirilmasi icin (kafeinsiz ¢ay liretmek amagli) bir
¢ok ¢alisma (Igen ve Giirii, 2010; Sun vd., 2010; Park vd., 2011; Huang vd., 2007; Kim
vd., 2007) bulunmasina ragmen yalnizca katesin eldesi i¢in herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Yapilan biitiin ¢alismalar ya yalnizca kafeini uzaklagtirmaya ya da
kafeinle birlikte genellikle EGCG izolasyonuna yoneliktir. Kafeini ortamdan

uzaklagtirdiktan sonra, katesin karigiminin izolasyonuna yonelik herhangi bir calisma
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yapilmamistir. Bundan yola ¢ikilarak SFE i¢in parametreler degistirilerek yeni bir optimize
yontem olusturuldu. Oncelikle yalnizca kafeinin ayrilmasi i¢in CO, siiperkritik akiskaniyla
ekstraksiyon sireleri 1, 2, 3, 5 saatlik streclerde; 100, 200, 250, 300 bar basinglarda; 30,
40, 50, 60 °C sicakliklarda ve CO, akis hiz1 10 g CO»/dk (I(;en ve Giirii 2010) olacak
sekilde ekstraksiyon islemleri yapildi. Daha sonra Ornek kabindan ¢ay Ornekleri
cikartilmadan katesin izolasyonu i¢in ortama polariteyi artirmak amaciyla ilave ¢oziicl
(yardimc ¢oziicii) olarak etanolin (Park vd., 2007) ilave edildigi bir ekstraksiyon islemi
uygulandi. Ekstraksiyon siireleri 1, 2, 3, 5 saat; basinglar 100, 200, 250, 300 bar;
sicakliklar 30, 40, 50, 60 °C; modifiyer etanol hacimleri 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mL/dk ve CO,
akis hiz1 10 g CO,/dk olacak sekilde ekstraksiyon islemleri yapildi. Biitiin optimizasyon
caligmalar da 10 g cay oOrnegi kullanildi. Kafein ve katesin ekstraktlarinin verimleri
hesaplandi. Bu degiskenlerle kafein ve katesin ekstraksiyonunun optimizasyonu ayni
caligma grubunda ve ayn1 SAN-TEZ projesinde yer alan doktora dgrencisi Ezgi Demir
tarafindan gergeklestirildi (Demir, 2015). Elde edilen veriler tezin paralelinde hazirlanan
doktora tezinde verilmektedir. Ayrica ekstraksiyonun basarisini test etmek amaciyla her
uygulama sonrasi elde edilen ekstraktlarin HPLC analizleri yapildi. Optimize edilen
yontem ile 2014 yil1 6rneklerinin analizleri gergeklestirildi. Ayni islemler tiim 6rnekler igin

uc kez tekrar edildi.

2.5.2.2. SFE ile Kafein ve Katesinlerin Ayrilmasi

Hedeflenen yontemin sematik gosterimi Sekil 2.3’ de verildi.
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Ornek ‘

Mikrodakga Ekstraksiyonu
(Su, etanol-su)

Sulu ekstrakt

1 Liyofilizasyon

Kuru ekstrakt

CO,-SFE

= | Kafecin ckstrakti

0,5 mL/dk Etanol
CO,-SFE

Katesin ekstrakti

Sekil 2.3. SFE’de izlenen ekstraksiyon basamaklar1

Mikrodalga ekstraksiyon uygulanarak elde edilen karisim halindeki ekstraktlar
liyofilizatorde tamamen kurutularak SFE sistemine alindi. SFE igin optimize edilen 250
bar, 60 °C ve saatlik stregte 0,5 mL/dk etanol modifiyerli CO,-SFE ekstraksiyonu
uygulanarak katesinlerin ayrilmasi saglandi. Islem tiim 6rnekler igin ayr1 ayr1 uygulanarak
elde edilen kafein ve katesinlerin verimleri hesaplandi. HPLC analizleriyle ayrilan tiirlerin

icerik analizleri yapildi.

2.6. Kromatografik Analizler

ME ve SFE sonrasi elde edilen tiriinler nitel analizleri icin ince tabaka kromotografisi

(TLC) ve nicel analizler i¢cin de HPLC yontemleriyle analiz edildi.

2.6.1. ince Tabaka Kromatografisi (TLC) Analizleri

2013 yilinin Mayis, Temmuz, Agustos aylarinda toplanan rneklerin Bolim 2.5.1°de
verilen yontemlerle ekstre edilen katesin ekstraktlarmin TLC analizleri yapildi. Bu

analizler sadece nitel veriler saglamistir. Elde edilen ekstraktlarin ve katesin standartlarinin
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metanol ¢oziciisiinde 1mg/mL derisiminde ¢dzeltileri hazirlandi. Ornek cozeltileri ve
standartlar (C, EC. EGCG, EGC) poliamid TLC tabakalarina uygulandi ve n-butanol-
aseton-su 5:5:3 (h/h) hareketli fazinda yurutildi. Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra
%5 (a/h)’lik FeCls ¢ozeltisi tabakalara puskurtuldi ( Wang vd., 2009). Bir siire kurumasi

beklendi ve mor-siyah renkli bilesenler belirlendi.

2.6.2. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografi (HPLC) Analizleri

HPLC analizleri Shim-pack VP-ODS C18 kolon (5 mm, 4,6 x 250 mm, 35 °C) ile
donanimli Hitachi Elite Lachrom sisteminde yapildi. Hareketli faz olarak; su(A) ve
20:1:0.5 DMF-metanol-asetik asit ¢ozeltisinin (B) kullanildig1 gradiyent ayirma uygulandi.
Enjeksiyon hacmi 20 pL ve kolon sicakligi 30 °C’ye ayarlandi. Akis hizi 1 mL/dk,
dedektor 278 nm olmak iizere ¢alistirildi. B Cozlcust 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’¢ diisiiriildii. Akis hizi analiz boyunca 1 mL/dk (Wang
vd., 2011) olarak ayarlandi.

C, EC, EGC, EGCG ve GA standart olarak kullanildi. Katesin standartlari su sekilde
olusturuldu. Her standarttan 1 mg/mL’lik stok ¢ozeltiler HPLC safliktaki metanol iginde
hazirland1 ve kullanilacak derisim i¢in yine HPLC safliktaki metanol ile seyreltmeler
yapildi. Analiz edilecek katesin ve kafein ekstraktlarinin 1 mg/mL’lik stok ¢ozeltileri de
HPLC safliktaki metanol i¢inde hazirlandi. Standartlar ve 6rnekler 0,45 pL’lik membran
filtrelerden siiziilerek 500 pL’lik kisimlar viallere alindi. Otomatik 6rnekleme sistemi
kullanilarak 20 puL’lik hacimlerde kolona verildi. Bilesenlerin nicel degerlendirmesinde her
bir bilesenin bilinen derisimlerinde hazirlanan standart karisimi kullanildi. Ayni sartlarda
kosturulan 6rnek ve standartlarin pik alanlarinin integrasyonuyla miktar analizi yapildi. Bu
cithazin diyot serili bir dedektérii (DAD) bulundugundan standartlarin UV spektrumlarini
ornekteki bilesenlerle karsilastirma olanagi vardir. Baz1 analizlerde bu spektrumlardan da

yararlanildi.



3. BULGULAR

3.1. Mikrodalga Ekstraksiyon

3.1.1. 2013 Yih Bulgular:

2013 yilmin Mayis (I.stirim), Haziran (IL.sirim), Agustos (lll.siiriim) aylarinda
toplanan 10 g yas cay oOrnekleri, ¢ay atigi, kafein tozu, Bolim 2.5.1°de belirtilen
mikrodalga ekstraksiyon yontemine gore ekstre edildi. Orneklerden elde edilen ekstrakt
verimleri, extraktlarin kromatografik analiz bulgulari ve icerik hesaplamalar1 ayr1 ayr

tartisildi.

3.1.1.1. Ekstrakt Verimleri

Ekstraksiyon islemi su, sitrik asit-su ve etanol-su ¢oziiciilerinde gergeklestirildi. Ayn1
kiitleli ornekler ilgili calismalarda oOnerilen sartlar altinda ekstre edilerek kloroform
ekstraksiyonu ile kafein ayrildi ve organik ¢oziicii uguruldu ekstraktin kiitlesi belirlendi.
Benzer bir yaklasimla kafeini ayrilan sulu ekstrakt etil asetatla tekrar ekstre edilerek
organik ¢oziicli uguruldu ve ekstraktin kiitlesi belirlendi. Ekstrakt kiitleleri kullanilarak ¢ay
orneginden elde edilen ektrakt verimleri asagidaki esitliklerden hesaplandi ve sonuglar bu

sekilde ifade edildi.

% Kafein verimi (a/a)= Kloroform ekstrakt kitlesi x100/6rnek kutlesi
% Katesin verimi (a/a)= Etil asetat ekstrakt kiitlesi x100/6rnek kiitlesi

Kloroform ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen kafein ekstraktinin kiitlesinden

ekstrakt verimleri % olarak hesaplandi ve Sekil 3.1-3.3’de verildi.
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Sekil 3.1. 2013 Y1l birinci, ikinci ve Uglinct suriim kuru, yas, dondurulmus yas ¢aylarin
farkli ¢oziiciilerdeki % kafein verimleri

Yas, kuru, dondurulmus yas caylarin farkli ¢oziiciilerde ekstraksiyon sonucu elde
edilen kloroform fazindaki ekstraktlarin kafein degerleri 9%0,54-2,18 araliginda
degismektedir. Ornegin taze olarak ekstraksiyona tabi tutulmasi diisiik kafein verimleri
sagladi. Kuru ya da dondurarak saklanan orneklerde kiitlece daha yiiksek verimli kafein
ekstrakti elde edildi. Coziicii yoniinden degerlendirildiginde etil alkol-su ¢Ozucusunun
kullanim1 baz1 durumlarda daha yiiksek kafein verimlerine neden olmaktadir. Etil alkol-su
% kafein miktarlar1 yas ve dondurulmus yas ¢ay érneklerinde yiksek iken birinci ve ikinci

strimin kuru cay ornekleri sadece su ile ekstre edildiginde % kafein miktarlar1 diger
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cozlculere gore daha yiikksek bulunmustur. Cay atiklarinin  ayni  yOntemle

ekstraksiyonundan elde edilen veriler Sekil 3.2°de goriilmektedir.

10 -
g - Sy

Sitrik Asit-Su
6 - - = Etil Alkol-Su

% Kafein Verimi
DS

I. Strdim Il. Shrim I11.S0rim

Sekil 3.2. 2013 Y1l birinci, ikinci ve tguncl siiriim ¢ay atiklarinin farkli ¢oziiciilerdeki %
kafein verimleri

Bu orneklerde elde edilen kafein ekstraktinin kiitleleri yas ¢aya gore énemli oranda
yuksek bulundu. Birinci ve ikinci surim o6rneklerinde de benzer kafein verimleri elde
edildi. Birinci ve tgilincti siirim atiklarin etil alkol-su cozeltisindeki kafein verimleri
sirastyla %6,51 ve %6,46 iken birinci siirim atiginin etil alkol-su ¢ozlcistndeki kafein
verimi 6nemli derecede ytksek bulundu.

Benzer sekilde her ii¢ siiriim doneminde fabrikada islenen ¢aylardan elde edilen
kafein tozu orneklerinde de onemli oranda kafein elde edildi (Sekil 3.3). Kafein igerigi
birinci sturim oOrneklerinde daha yuksek gorunmekle beraber en yiksek kafein verimi

birinci sirimin su ¢ozucusunde bulundu.
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Sekil 3.3. 2013 Yili birinci, ikinci ve G¢tncl surim kafein tozlarmin farkli ¢oziiciilerdeki
% kafein verimleri
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Ug farkli siiriim ve ii¢ farkli ¢dziicii icin elde edilen katesin ekstrakt verimleri hesaplanarak

Sekil 3.4-3.6’da verildi.
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Sekil 3.4. 2013 Y1l birinci, ikinci ve tgunct strim kuru, yas, dondurulmus yas ¢aylarin
farkl ¢oziictilerdeki % katesin verimleri

Her {i¢ siirimiin farkl ¢oziiciilerdeki etil asetat fazlarinin katesin miktarlar yas i¢in
%1,13-3,3 kuru i¢in %1,47-3,96 ve dondurulmus Ornekler icin %0,84-3,47 araliginda
degismektedir. Siirlimler arasinda katesin verimlerinde net bir farklilik goézlemlendi.
Ozellikle ikinci siirim érneklerinden hemen hemen tiim ¢oziiciilerle daha yiiksek miktarda

katesin ekstrakti elde edildi. Etil alkol-su ¢ozUciisiiniin katesin ekstrakti verimlerini ciddi
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Olgiide artirdigi agiktir. Su ve sitrik asit-su c¢ozlculeri benzer ekstraksiyon verimleri
sagladi. Diger taraftan yas c¢ayin taze, kuru veya dondurulmus olarak ekstraksiyonunda
yine kurutulmus orneklerinin iistiinliigli mevcuttur. Cay atiklarindan elde edilen katesin

verimleri Sekil 3.5°de verilmistir.
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Sekil 3.5. 2013 Yili birinci, ikinci ve li¢lincii siirlim ¢ay atiklarinin % katesin miktarlari

Sekilden de goriilecegi tizere atiklar %1,10-2,69 aralifinda katesin igermektedir.
Ozellikle {igiincii siiriim drnekleri daha yiiksek katesin icermektedir. En yiiksek katesin
tclncd strimn etil alkol- su ¢ozeltisinde (%2,69) elde edildi. Kafein tozundan elde edilen

katesin verimleri Sekil 3.6’da verilmistir.
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Sekil 3.6. 2013 Yili birinci, ikinci ve dglncl surum kafein tozlarindaki % katesin
miktarlar

Kafein tozundan da 6nemli oranda katesin ekstrakti elde edildi. Ugiincii siiriim
orneklerinin daha yiiksek katesin verimi sagladigi, ¢oziicli tlirliniin genel bir farkliliga

neden olmadig1 sdylenebilir. Ornegin birinci ve ikinci siiriim 6rneklerinde etil alkol-su en
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yiikksek verimleri saglarken (sirasiyla %2,43 ve %2,12) {¢iincii slirimde su ile %3,31

katesin elde edildi.

3.1.1.2. TLC Analizleri

Mikrodalga ekstaksiyonundan elde edilen katesin ekstraktlarinin  metanol
cozictsunde 1 mg/mL derisiminde ¢ozeltileri hazirlandi. Ayni derisimli C, EC. EGCG ve
EGC standartlarinin her biri poliamid tabakalarina uygulandi ve n-butanol-aseton-asetik
asit 5:5:3 (h/h) mobil fazinda yiiriitiildii. Yiirtitme islemi tamamlandiktan sonra %5(a/h)’lik
FeCl; cOzeltisi tabakalara puskiirtiildi. Yas cay ornekleri, siyah ¢ay atiklar1 ve kafein
tozlarinin ¢ozeltileri ile standartlarin ince tabaka kromatogramlari asagidaki sekillerde
goriilmektedir. Boyama yapilan standartlar ve 2013 yili birinci siiriim yas ¢ay orneklerinin
TLC kromatogramlar1 Sekil 3.7-3.9°da goriilmektedir. Ornek olmas1 agisindan sadece 2013
orneklerinin kromatogramlart verilmistir. Benzer sekilde 2013 yil1 siyah cay atig1 ve kafein

tozunun katesin ekstraktlarina ait TLC kromatogramlari sirasiyla Sekil 3.10 ve 3.11°de

Sekil 3.7. Katesin standartlarinin ve 2013 yili birinci strlim yas ¢ayin, Su,
sitrik asit-su, etil alkol-su coziculerinden elde edilen katesin
ekstraktlarimin TLC analizleri (1SY: Birinci siirim yas, 1SK:
Birinci siirtim kuru, 1SD: Birinci siirliim dondurulmus)

verildi.

Ikinci siiriim yas cay orneklerinin TLC kromatogramlar1 Sekil 3.14’de, (igilinci

strim dérneklerininki TLC kromatogramlari ise Sekil 3.16’da goriilmektedir.
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Sekil 3.8. 2013 Yili ikinci sirim yas ¢ay orneklerinin, su, sitrik
asit-su, etil alkol-su ¢ozuculerinden elde edilen katesin
ekstraktlarinin TLC analizleri (2SY: Ikinci siiriim yas,
2SK: ikinci siirim kuru, 2SD: Ikinci siiriim
dondurulmus)

Sekil 3.9. 2013 Y1l tigiincii slrim yas ¢ay orneklerinin, su, sitrik
asit-su, etil alkol-su ¢6ziculerinden elde edilen katesin
ekstraktlarinin TLC analizleri (3SY: Uclncl sirim
yas, 3SK: Ugiincii siiriim kuru, 3SD: Ugiincii siiriim
dondurulmus)

Cay atiginin TLC kromatogramlar1 Sekil 3.10°da, kafein tozu orneklerinin ki TLC

kromatogramlari ise Sekil 3.11°de goriilmektedir.
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Sekil 3.10. 2013 Yili birinci, ikinci, Uglincii siirim siyah cay
atiklarinin su, sitrik asit-su, etil alkol-su ¢dzliculerinden
elde edilen katesin ekstraktlarinin TLC analizleri (1SA:
Birinci siirim atik, 2SA: Ikinci siirim atik, 3SA:
Ucgiincii siiriim atik)

Sekil 3.11. 2013 yili birinci, ikinci, tigilincii siirim kafein
tozlarimin, su, sitrik asit-su, etil alkol-su
cozlculerinden elde edilen katesin ekstraktlarinin
TLC analizleri (1SKT: Birinci surim kafein tozu
2SKT: ikinci siirim kafein tozu 3SKT: Ugiincii
strtim kafein tozu)

3.1.1.3. HPLC Yonteminin Validasyonu

Ekstraktlarin igerik analizlerini yapmak amaciyla HPLC analizleri gergeklestirildi.
Oncelikle standartlar kullanilarak HPLC yéntemi hassasiyet ve giicliiliik acisindan
degerlendirildi. Alikonma zamani ve pik alanlarmin tekrarlanabilirlii i¢in hazirlanan
standart karisimi 7 kez analiz edildi. Ug siiriimiin yas caylari, atiklar1 ve kafein tozlarinim
farkli ¢oziiciiler ile mikrodalga ekstraksiyonu sonucu elde edilen 6ziitlerin bilesenlerini

belirlemek amaciyla HPLC cihazinin dedektorii 278 nm’de galistirilarak kromotogramlar
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elde edildi. Kafein ve katesin standartlarinin ve drneklerin, su (A) ve DMF-metanol-asetik

asit ¢ozeltisi 20:1:0,5 (B) ile gradiyentli eliisyonuyla nitel ve nicel analizleri yapildi. Ayn1

dalga boyunda o6lgiilen standart karistmmin HPLC kromatogrami Sekil 3.12°de
gorulmektedir.

- Kafein -
. g
- c -

. EGC ec A
T VN | Y 1 5 V. ) N
Sekil 3.12. Standartlarn  HPLC  kromatogrami  (A=278 nm) GA:Gallik asit,

EGC:Epigallokatesin, C:Katesin, EC:Epikatesin, EGCG:Epigallokatesingallat
Ayrica analitin mevcut olup olmadigini belirlemek i¢in gerekli en kii¢iik miktar olan

dlgiilebilme sinir1 (OS) ve guvenilir kantitatif analiz yapabilmek icin gerekli en kiglk

miktar olan belirlenebilme sinir1 (BS) degerleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Optimize edilen HPLC ydnteminin parametreleri

No Alikonma Zamani Standart R? %BSS %BSS BS 0Ss
(tr) (dk) (tr) (Alan) | (LOD)* | (LOQ)*

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 kars1 elde edilen absorbans degerlerinin dogrusalligi

R? olarak degerlendirildi. Yiizde bagil standart sapmalar (%BSS) alikonma zamanlar1 ve
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pik alanlar1 i¢in hesaplandi. Belirleme smirt ve G6lgme smirt degerleri mg/L olarak
hesaplandi.

Nitel analizler HPLC sisteminde mevcut olan DAD dedektorii verileri kullanilarak da
yapildi. Mevcut standartlarin 200-400 nm dalgaboyu araliginda 6l¢tilen DAD spektrumlari
Sekil 3.13’de verildi.

Kafein

) f

[
FEEEBEE

o

EGC ﬁ o]

4 EGCG |

e

Sekil 3.13. GA, Kafein, EGC, C, EC ve EGCG standartlarinin DAD spektrumlari

Katesin ekstraktlarinin nitel analizleri DAD spektrumlarindan yararlanilarak yapildu.

3.1.1.4. 2013 Yili Orneklerinin HPLC Kromatogramlari

2013 Yili orneklemelerinden elde edilen katesin ekstraktlarinin kdtlelerinden
hesaplanan %verim degerleri Boliim 3.1.1.1°de verilmistir. Ekstrakt kiitleleri {izerinden

ekstraksiyon etkinligi tanimlanabilir. Ancak uygulanan yontem ve ¢0ziicli sisteminin
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gercekten ne kadar etkin oldugu ekstrakt i¢cindeki katesin tiirlerinin derisimlerine baglidir.
Bu amagla ¢oziicii sistemlerinin etkinligi, 6rnek tipinine uygunlugu ve siiriimler arasindaki
farklar1 daha net degerlendirmek amaciyla ekstraktlarin katesin igerikleri HPLC
analizleriyle belirlendi. Bu 6rneklerin analizlerinde elde edilen HPLC kromatogramlari
birinci siiriim i¢in Sekil 3.14-3.18’de, ikinci siiriim i¢in Sekil 3.19-3.23 ve Uglncl surim
icin Sekil 3.24-3.28’de verilmistir.
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Sekil 3.14. 2013 Yili birinci siirim kuru, yas, dondurulmus yas caylarin Su
coziiciisiindeki katesin ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.15. 2013 Yili birinci siirim Kuru, yas, dondurulmus yas caylarin sitrik asit-su
coziiciisiindeki katesin ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.16. 2013 Yili birinci siirim kuru, yas, dondurulmus yas ¢aylarin etil alkol-su
¢oziiclisindeki katesin ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.17. 2013 Y1l birinci siirim atigin su, sitrik asit-su, etil alkol-su ¢ézlcilerindeki
katesin ekstraktlariin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.18. 2013 Yili birinci siirim kafein tozunun su, sitrik asit-su, etil alkol-su
cozlculerindeki katesin ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.19. 2013 Y1l ikinci siiriim kuru, yas, dondurulmus yas gaylarin su ¢ozucustindeki
katesin ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.20. 2013 Yili ikinci stirim yas, kuru, dondurulmus yas c¢aylarin sitrik asit-su
¢oziiclistindeki katesin ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.21. 2013 Yili ikinci siirim yas, kuru, dondurulmus yas caylarin etil alkol-su
coziiciisiindeki katesin ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.22. 2013 Yili ikinci siirim atigin su, sitrik asit-su, etil alkol-su ¢ozucllerindeki
katesin ekstraktinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.23. 2013 Yili ikinci siirim kafein tozunun su, sitrik asit-su, etil alkol-su
cozuculerindeki katesin ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.24. 2013 Yili {glincii slirim  kuru, yas, dondurulmus yas caylarin, Su
¢oziiclisindeki katesin ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.25. 2013 Yili iigiincii siirim kuru, yas, dondurulmus yas ¢aylarn sitrik asit-su
¢oziiciisiindeki katesin ekstraktlariin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.26. 2013 Yili Gg¢lncy siriim kuru, yas, dondurulmus yas caylarin etil alkol-su
¢oziiciisiindeki katesin ekstraktlarmin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.27. 2013 Y1l iglincii stirtim atigin su, sitrik asit-su, etil alkol-su ¢ézlcilerindeki
katesin ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.28. 2013 Yili iiclincti siirim kafein tozunun su, sitrik asit-su, etil alkol-su
cozuculerindeki katesin ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari

3.1.1.5. Katesin Ekstraktlarinin Icerikleri

2013 yilina ait yas cay, cay atigi, kafein tozlarinin mikrodalga ekstraksiyonu sonucu

elde edilen katesin ekstraktlarinin icerdigi her bir katesin tiirevinin miktarlart HPLC
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kromatogamlarindan hesaplanarak Sekil 3.29-3.37’de verilmistir. Sekillerde verilen

degerler 1 g ornekten ekstre edilen katesin tlirevinin mg olarak kiitlesini yansitmaktadir.
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Sekil 3.29. 2013 Y1l birinci surim Kuru, yas, dondurulmus yas ¢ay orneklerinin farkli
coziiciilerle 1 g ornekten ekstre edilen katesin miktarlar

Birinci surim yas ¢ayin yas olarak sitrik asit-su ile ekstraksiyonunda ytksek oranda
EGCG (18,23 mg), EC (8,17 mg) ve EGC (1,61 mg) elde edildigi agiktir. Sekil 3.4’den
gorlilecegi lizere yas cayin kuru olarak ekstraksiyonunda yiiksek ekstrakt verimi elde
edilmesine ragmen bu ekstrakt igindeki katesinlerin miktar1 daha dustktir. Kuru
orneklerin daha yiiksek oranda katesin icermesi beklenirken hemen hemen yas cay

ornekleri kadar katesin icermesi ilgingtir. Bunun sebebi kurutulmus 6rneklerin su igeriginin
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diisiik olmasi ile agiklanabilir. Mikrodalga 1sinlar1 materyallerin i¢indeki su molekiillerinin
titresimi ile 1sinmasimi saglamaktadir. Kuru 6rneklerde su miktar1 diistiiglinden ve hiicre
ceperleri daha sert oldugundan katesinlerin ekstraksiyonunu engellemektedir. Etil asetat
ekstrakt1 katesinlerin beraberinde diger materyalleri de igermektedir.

Birinci siirlim atikdan elde edilen katesin ekstraktlarinin igerdigi katesin miktarlari
Sekil 3.30°da goriilmektedir. Yas ¢ay Ornekleriyle daha kolay karsilastirilmasi amaciyla
grafik 6l¢egi ayni tutulmustur.
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Sekil 3.30. 2013 Y1l birinci siiriimde farkli ¢oziiciilerle 1 g cay atigindan ekstre edilen
katesin miktarlar

Atigin katesin igerikleri ekstrakt verimlerine paralel olacak sekilde diisiik bulundu. En
belirgin bilesigin ise EC oldugu goriilmektedir. Farkli ¢6ziiciiler kullanilmasinin 6nemli bir

fark getirmedigi de agiktir.
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Sekil 3.31. 2013 Yili birinci siiriimde farkli ¢oziiciilerle 1 g kafein tozundan ekstre
edilen katesin miktarlari
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Ayni siirliim 6rneklerinde kafein tozundan elde edilen katesin ekstrakti %1,00-2,50
araliginda degismektedir (Sekil 3.31). Ekstrakt kiitlesinin biiyiikk bir kismini tam izole
edilemeyen kafein olusturmaktadir. ikinci siiriim yas cay orneklerinin katesin igerikleri

Sekil 3.32°de goriilmektedir.
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Sekil 3.32. 2013 Y1l ikinci surim yas, kuru, dondurulmus yas ¢ay orneklerinin farkli
cozlculerle 1 g 6rnekten ekstre edilen katesin miktarlari

Yas Orneklerden elde edilen katesin ekstraktinin kuru veya dondurulmus orneklere

gore cok daha yiiksek EGCG ve EC igerdigi 6zellikle de sitrik asit-su ¢ozicusinin etkin
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oldugu goriilmektedir. Kurutulmus ve dondurulmus oOrneklerden su ve etil alkol-su
c¢oziiciilerinin daha yiiksek EGCG, EC ve EGC’nin ekstre edebildigi de sdylenebilir.
Ikinci siiriim ¢ay atiginim icerigi Sekil 3.33’de ve kafein tozunun igerigi ise Sekil

3.34’de verilmektedir.
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Sekil 3.33. 2013 Yili ikinci siiriimde farkli ¢oziiciilerle 1 g cay atigindan ekstre edilen
katesin miktarlar
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Sekil 3. 34.2013 Yili ikinci siirimde farkli ¢oziiciilerle 1 g kafein tozundan ekstre
edilen katesin miktarlari

Ikinci siiriim cay atiginda EC icerigi dikkat ¢ekerken (etil alkol-su ile 6,79 mg/g),
kafein tozunda katesin yerine kalint1 kafeinin ekstre edildigi gézlemlendi.
Son olarak ii¢ilincii siirlim ekstraktlarinin igerik degerlendirilmeleri de yapilarak Sekil

3.35-3.37’de verilmistir.
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Sekil 3.35. 2013 Y1l tiglincii suriim kuru, yas, dondurulmus yas ¢ay orneklerinin farkli
coziiciilerle 1 g drnekten ekstre edilen katesin miktarlar

Ucgiincii siiriim 6rneklerde de yas érneklerin EC ve EGCG igerikleri yiiksek bulundu.
Sitrik asit-su ¢ozicusiyle énemli élcide EC (5,72 mg/g) ve EGCG (5,22 mg/g) ekstre
edilebilirken kuru orneklerde su ve etil alkol-su ile EGCG yiksek oranda ekstre
edilebilmektedir. Birinci ve ikinci surim 6rneklemeleriyle uyumlu sekilde 1 gram kuru yas
caydan etil alkol-su ¢oziictisii ile 10,86 mg EGCG ekstre edilebilmektedir.Ugiinci stirtim

cay atig1 ve kafein tozlarinin igerikleri sirasiyla Sekil 3.36 ve 3.37°de goriilmektedir.
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Sekil 3.36. 2013 Yili ticincl strimde farkli ¢ozliculerle 1 g ¢ay atigindan ekstre edilen
katesin miktarlar

Uciincii siirim atiklarinin sitrik asit-su ekstrakt1 diisiik oranda EC ve EGCG

icermektedir. Diger tiirler ise yok denecek kadar azdir.
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Sekil 3.37. 2013 Yih digiinci siirtimde farkli ¢oziiciilerle 1 g kafein tozundan ekstre
edilen katesin miktarlari

Ucgiincii siiriim ¢ay atiklaridan diisiik verimle katesin ekstrakt1 elde edilmis olup tiim
katesin tiirevleri diisiik oranda bulundu. Diger siiriimlerden farkli olarak {i¢iincii siiriimde
sitrik asit-su ile yiiksek oranda EC (12,62 mg/g) ve kismen yiiksek oranda EGCG ekstre
edilmistir.

Yas cay oOrneklerinden elde edilen ekstraktlarin HPLC analizi ile belirlenen igerik

hesaplamalar1 Tablo 3.2’de verilmistir.
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Tablo 3.2. 2013 Y1l yas ¢ay ekstraktlarinin igerikleri

I. Strim
Kuru Yas Dondurulmus
Icerik (%) Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su
GA 0,03 0,01 - - 0,03 0,01 - - -
Kafein 0,03 0,01 0,01 0,01 0,05 0,03 0,02 0,01 -
EGC 0,10 0,04 0,18 0,21 0,16 0,05 0,02 0,06 0,14
C - - - - - - - - -
EC 0,46 0,21 0,36 0,01 0,60 0,42 0,20 0,16 0,73
EGCG 0,36 0,13 0,83 0,47 0,91 0,34 0,07 0,13 0,54
TKI 0,92 0,37 1,37 0,70 1,13 0,80 0,81 0,36 1,41
KE 2,67 1,84 2,47 1,18 1,13 2,47 1,25 1,43 1,95
EITK 34,31 20,29 55,50 58,70 99,82 32,52 64,51 24,90 72,66
YCETK 0,92 0,37 1,37 0,70 1,13 0,80 0,81 0,36 1,41
I1. Strim
Kuru Yas Dondurulmusg
Icerik (%) Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su Su | SA-Su EA-Su
GA 0,09 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 | 0,02 0,01
Kafein 0,02 0,01 0,03 - 0,01 0,06 - 0,01 0,01
EGC 0,43 0,01 0,17 0,01 0,09 0,02 0,01 | 0,03 0,05
C - - - - - - - - -
EC 1,92 0,55 0,70 0,01 0,28 0,15 0,04 | 0,07 0,12
EGCG 0,13 0,10 1,46 0,08 0,35 0,26 0,06 | 0,03 0,25
TKI 1,95 0,64 2,33 0,10 0,71 0,43 0,09 | 0,13 0,42
KE 2,63 1,55 2,76 1,61 1,99 2,42 0,9 | 1,67 2,58
EITK 74,31 41,05 84,40 6,22 35,85 17,75 940 | 7,90 16,13
YCETK 1,95 0,64 2,33 0,10 0,71 0,43 0,09 | 0,13 0,42
I1. Striim
Kuru Yas Dondurulmus
Icerik (%) Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su
GA 0,02 0,02 - - 0,01 - - - 0,01
Kafein 0,03 0,01 0,01 - - 0,01 - 0,01 0,03
EGC 0,11 0,05 0,05 0,06 0,08 0,09 0,01 0,02 0,03
C - - - - - - - - -
EC 0,05 0,01 0,18 0,38 0,47 0,60 0,15 0,05 0,06
EGCG 0,48 0,13 1,09 0,35 0,46 0,94 0,15 0,07 0,07
TKI 0,63 0,18 1,26 0,72 1,01 1,64 0,30 0,13 0,16
KE 1,93 1,67 2,61 0,84 1,09 2,15 0,96 1,47 2,41
EITK 32,82 10,51 48,29 86,21 92,48 | 76,410 | 31,32 9,04 6,56
YCETK 0,63 0,18 1,26 0,73 1,01 1,64 0,30 0,13 0,16

TKI: Toplam katesin igerik yiizdesi

KE: Katesin ekstrakt yiizdesi
EITK: Ekstraktin icerdigi toplam katesin yiizdesi

YCETK: Yesil ¢ay 6rneginden ekstre edilen toplam katesin yiizdesi
SA: Sitrik Asit
EA: Etil alkol
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Tablo, yas gay Orneklerinin sicak su, sitrik asit-su, etil alkol-su ekstraksiyonununa
tabi tutulduktan sonra etil asetatla ayrilan katesinlerin saflik oranlarini gostermektedir.
Elde edilen ekstrakt icerikleri bakimindan analiz edildiginde sivi-sivi ekstraksiyonla elde
edilen ekstraktin tiimiiniin katesin tiirlerinden olusmadigi anlasilmaktadir. Tabloyu daha iyi
anlamak amaciyla sunulan verileri su sekilde degerlendirilmelidir. Ornegin ilk siitiinda
verilen I. slirim kurutulmus yas cay Orneginin su c¢oziiciisii ile yapilan mikrodalga
ekstraksiyonunda %?2,67 verimle katesin ekstrakti elde edilmistir. Bu ekstraktin sadece %
34,31°lik kism1 (EITK) katesinlerden olusmaktadir. Buradan yola ¢ikarak kurutulmus yas
caydan %0,92 verimle (YCETK) katesinler ekstre edilmektedir. Bu degerler ne kadar
yuksekse ekstraksiyon o kadar basarilidir. Yas ¢ay orneklerinin taze olarak iglenmesi sitrik
999,82 (I. surim), %35,85 (Il. surim) ve %92,48 (lll. surlm)

katesinden olusan ekstraktlar vermektedir. Her {i¢ siliriimiinde kurutulmus yas cay

asit-su cozeltilerinde

orneklerinin etil alkol-su ile oldukca yiiksek oranda katesin izole edilebilmektedir.
Dondurulmus 6rnekler de hem ekstrakt verimleri hem de bu ekstrakt icerikleri oldukca
diistiktiir. Dondurularak saklanmasinda enzimatik tepkimelerin devam ettigi ve katesin
iceriginin ¢ok biiyiilk oranda distiigii sOylenebilir. Cay atig1 ve kafein tozu igerik

degerlendirilmesi Tablo 3.3 ve 3.4’ de verilmistir.

Tablo 3.3. 2013 Y1l ¢ay atig1 ekstraktlarinin igerikleri

ATIK
I. SURUM I1. SURUM 1. SURUM

Icerik (%) Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su EA-Su Su SA-Su | EA-S
GA 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02 0,04 0,06 0,02
Kafein 0,05 0,05 0,02 0,03 0,02 0,05 0,08 0,07 0,08
EGC 0,02 0,02 - - 0,03 0,01 0,06 0,07 0,02

C 0,08 - - - - - 0,02 - -
EC 0,31 0,24 0,27 0,17 0,05 - 0,16 0,23 0,11
EGCG 0,03 0,03 0,01 0,02 0,01 0,01 0,05 0,06 0,09
TKI 0,44 0,28 0,28 0,29 0,09 0,69 0,29 0,36 0,22
KE 1,82 1,02 1,28 1,50 1,55 1,86 2,45 2,49 2,60
EITK 24,34 26,88 22,04 19,20 5,67 36,80 11,61 14,56 8,26
AETK 0,44 0,28 0,28 0,29 0,09 0,69 0,29 0,36 0,22

AETK: Cay atigindan ekstre edilebilen toplam katesin yuzdesi

Tim siirtimlerde ve tiim ¢oziiclilerde son derece diisiik saflikta ekstraktlar elde

edildigi agiktir.
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Tablo 3.4. 2013 y1l1 kafein tozu ekstraktlarinin igerikleri

KAFEIN TOZU
I. SURUM I1. SURUM 1. SURUM
Icerik (%) Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su
GA 0,07 0,01 0,02 0,03 0,04 0,03 0,05 0,07 0,01
Kafein 0,18 0,01 0,30 0,06 0,12 0,05 0,11 0,10 0,08
EGC - - - - - - 0,18 0,23 0,08
C - - - - - - - - -
EC - - 0,10 0.00 0,03 0,07 1,04 1,26 0,24
EGCG 0,04 - 0,07 0,02 0,04 0,13 0,36 0,42 0,38
TK/ 0,04 - 0,17 0,02 0,07 0,17 1,58 1,92 0,70
KE 2,14 1,14 2,43 1,315 1,44 2,12 3,31 3,05 2,09
EITK 1,78 0,26 6,80 1,52 4,79 8,09 47,70 62,95 33,64
KETK 0,04 - 0,17 0,02 0,07 0,17 1,58 1,92 0,70

KETK: Kafein tozundan ekstre edilebilen toplam katesin yiizdesi

Kafein tozu orneklerinin katesin iceriklerine gore (Tablo 3.4) dikkate deger saflikta

katesin ekstraktlar1 sadece III. suriimden elde edilebilmektedir.

3.1.2. 2014 Y1l Bulgular:

2014 yil1 6rneklemelerinden elde edilen katesin ekstrakt verimlerinde bir 6nceki yila

gbre bazi

benzerlik ve farkliliklar gdzlemlendi.

2013 Yih

orneklerinin HPLC

kromatogramlar1 Bolim 3.1.1.4°de verildiginden benzer kromatogramlar 2014 yihi

ornekleri icin verilmedi. Bu bolimde ekstrakt verimleri ve kromatogramlardan elde edilen

icerikler sunulmustur.

3.1.2.1. Ekstakt Verimleri

2013 yil1 6rneklemesi ve ekstraksiyon sartlar1 2014 yili siiriimleri iginde tekrar edildi.

Elde edilen verimler asagidaki sekillerde sunulmustur. 2014 Yilinin birinci, ikinci, Gginc

sirim yas cay (yas, kuru, dondurulmus) orneklerinin kafein verimleri Sekil 3.38’de

gorulmektedir.
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Sekil 3.38. 2014 Yili birinci, ikinci ve UG¢uncl surim kuru, yas, dondurulmus yas
caylarin farkli ¢oziiciilerdeki % kafein verimleri

Kafein verimleri %0,51-3,68 araliginda degismektedir. Kuru saklanan érneklerden
kiitlece daha yiiksek verimli kafein ekstrakti elde edilmistir. Coziici yonilinden
degerlendirildiginde etil alkol-su ¢oziiciisiiniin kullanimi su ve sitrik asit-su ¢ozlcilerine
gore daha yiiksek kafein verimlerine neden olmaktadir. Cay atiklarinin farkl ¢oziiciilerdeki
kafein ekstraksiyon verimleri Sekil 3.39’da kafein tozu verimleri ise Sekil 3.40’da

verilmistir.
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Sekil 3.39. 2014 Yili birinci, ikinci ve Gg¢lnci suriim gay atiklarinin farkli ¢6ziictilerdeki
% kafein verimleri

Bu orneklerde elde edilen kafein ekstraktinin kiitleleri yas ¢aya gére 6nemli oranda
yuksek bulundu. Birinci, ikinci ve tgiincii siirim atiklarin etil alkol-su ¢6ziclsiindeki
kafein verimleri sirasiyla %5,63, %4,79 ve %3,86 olarak bulundu.

Benzer sekilde her ii¢ slirlim donemlerinde fabrikada islenen ¢aylardan elde edilen

kafein tozu orneklerinden 6nemli oranda kafein ekstrakti elde edildi (Sekil 3.40).
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Sekil 3.40. 2014 Yili birinci, ikinci ve dcuncl surim kafein tozlarinin farkli
cozlculerdeki % kafein verimleri

Kafein igerigi birinci stirim 6rneklerinde daha yuksek gorunmektedir. En yiksek
kafein verimi birinci sirimn etil alkol-su ¢6zuctsunde bulundu.
2014 yili orneklemelerinde ti¢ farkli siirim ve ii¢ farkli ¢ozlcu icin elde edilen

katesin ekstrakt verimleri hesaplanarak Sekil 3.41-3.43’de verilmistir.
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Sekil 3.41. 2014 Y1l birinci, ikinci ve Ggtncl suriim kuru, yas, dondurulmus yas ¢aylarin
farkli ¢oziiciilerdeki % katesin verimleri

Katesin ekstraktlarinin % verimleri yas i¢in %1,30-3,94; kuru igin %2,60-6,94 ve
dondurulmus i¢in %1,09-1,89 araliginda degismektedir. Katesin verimleri 6rnek yapisi ve
siiriimler arasinda net bir farklilik gozlemlendi. Ozellikle birinci siirim &rneklerinde
hemen hemen tiim ¢oziiciilerde daha yiiksek katesin ekstrakti elde edildi. Su ve sitrik asit-
su cozuculeri benzer ekstraksiyon verimleri sagladi. Diger taraftan yas ¢ayin taze, kuru
veya dondurulmus olarak ekstraksiyonunda yine kurutulmus oOrneklerinin istiinligii
mevcuttur.

Cay atiklarindan elde edilen katesin verimleri Sekil 3.42°de gorulmektedir. Atiklar

%1,81-2,56 araliginda katesin ekstrakt verimi saglamistir. Siiriimler arasinda ¢ok anlamli
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farklar gozlenmemistir. En yiiksek katesin birinci surumun etil alkol- su ¢ozilicislinde

(%2,56) elde edildi.
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Sekil 3.42. 2014 Y1ili birinci, ikinci ve Gg¢lnci suriim gay atiklarinin farkli ¢6ziictilerdeki
% katesin verimleri

Kafein tozundan elde edilen katesin verimleri Sekil 3.43’de verilmistir. Kafein
tozundan da 6nemli oranda katesin ekstrakt: elde edildi. Birinci stirim 6érneklerinin daha
yiiksek ekstrakt verimleri sagladig1 ve her ti¢ siirimde de etil alkol-su ¢dzicusinin etkin

oldugu (sirasiyla %3,02, %2,12, %1,18) Sekil 3.43°de goriilmektedir.
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Sekil 3.43. 2014 Y1l birinci, ikinci ve t¢unci strim kafein tozlarmin farkl ¢oziiciilerdeki
% katesin verimleri

3.1.2.2. Katesin Ekstraktlarinn Icerikleri

2014 yilina ait yas cay, cay atig1, kafein tozlarinin mikrodalga ekstraksiyonu sonucu
elde edilen ekstraktlarin igerdigi her bir katesin tiirevinin miktari1 hesaplanarak Sekil 3.44-

3.52°de verilmistir.
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Sekil 3.44. 2014 Y1l birinci surim kuru, yas, dondurulmus yas c¢ay orneklerinin farkli
cozlculerle 1 g 6rnekten ekstre edilen katesin miktarlar

2014 oOrneklerinin yas caydan elde edilen katesin verimleri Sekil 3.44°de
verilmektedir. Birinci siirimde maksimum oranda katesin ekstrakt verimleri elde edilmis
olup bu ekstraktin igerigi de gogunlukla EGC’den olusmaktadir. 1 Gram taze yas ¢caydan su
cozlciisiiyle ekstraksiyon yapildiginda 27,86 mg EGC, etil alkol-su ¢06zucusuyle
ekstraksiyon yapildiginda ise 33,91 mg EGC ekstre edilmektedir.
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Oysaki 1 gram kurutlmus yas caydan ayni ¢oziiciilerle iki katindan fazla EGC ekstre
edilmektedir. 2013 Surimlerine benzer sekilde su ve etil alkol-su c¢ozuculeri etkin bir
ayrim saglarken dondurulmus 6rneklerde daha diisiik katesin ig¢erikleri ayrilmistir.

Sekil 3.45 ve 3.46’dan goriilecegi gibi c¢ay atigi ve kafein tozu igerikleri c¢ok

diisiiktiir.
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Sekil 3.45. 2014 Y1l birinci siiriimde farkli ¢oziiciilerle 1 g ¢ay atigindan ekstre edilen
katesin miktarlar1
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Sekil 3.46 2014 Yili birinci siirimde farkli ¢oziiciilerle 1 g kafein tozundan ekstre
edilen katesin miktarlari

Ikinci siiriim 6rneklerinin katesin ekstrakt icerikleri Sekil 3.47-3.49°da verilmistir.



90

80 -
a) Kuru

5 60 -
= mSu
L 40 L
2 Sitrik Asit-Su
o0
E 20 IJ = Etil Alkol-Su

0 — || S

GA Kafein EGC C EC EGCG

80 1 b) Yas
% 60 -
9 mSu
§ 40 - Sitrik Asit-Su
;3 20 | m Etil Alkol-Su

0
GA Kafein EGC C EC

80 -
o ¢) Dondurulmus
S 60 -
= BSu
g 40 o .
o Sitrik Asit-Su
g» 20 B Etil Alkol-Su

all _

GA Kafein EGC C EC EGCG

o

Sekil 3. 47.2014 Yili ikinci surim kuru, yas, dondurulmus yas c¢ay Orneklerinin farkli
cozlculerle 1 g 6rnekten ekstre edilen katesin miktarlar

Ikinci siiriim yas c¢ay orneklerinin yas olarak ekstraksiyonu EGC yéniinden zengin
ekstrakt vermektedir. Her (¢ 6rnek tipinde de etanol-su ¢oziiciisii ile yiiksek oranda katesin
turevlerini iceren ekstrakt edilmektedir. Ozellikle 1 gram yas cay Orneginden 45,46 mg
EGC ekstre edildi.
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Sekil 3.48. 2014 Y1l ikinci stirimde farkli ¢6ziiciilerle 1 g ¢ay atigindan ekstre edilen
katesin miktarlari

5 -
R4
IE m Su
£ 37 Sitrik Asit-Su
[«5]
3 5 | ® Etil Alkol-Su
(=]
>
£

0 — —

GA Kafein EGC C EC EGCG

Sekil 3.49. 2014 Y1l ikinci siirimde farkli ¢ozuculerle 1 g kafein tozundan ekstre edilen
katesin miktarlari

Kurutulmus ve dondurulmus orneklerde daha diisik EGC ve bir miktar EC ve
EGCG’ de belirlendi. Birinci siirlime benzer sekilde cay atig1 ve kafein tozu 6rneklerinin
katesin icerikleri yok denecek adar diisiiktiir (Sekil 3.48 ve 3.49).

Sekil 3.50’de iiclincii siiriim yas ¢ay orneklerinin Sekil 3.51°de ¢ay atiklarinin Sekil

3.52°de ise kafein tozu Orneklerinin katesin igerikleri verilmistir.
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Sekil 3.50. 2014 Yili tgiincii surim Kkuru, yas, dondurulmus yas caylarin farkl
coziiciilerle 1 gram 6rnekten ekstre edilen katesin miktarlari

Bu siirimde de 2014 yili 6rneklerinin genel karakteri olarak EGC igerigi oldukca
yiikksek ancak EGCG ve diger tiirler neredeyse yok denecek kadar azalir. Atik cay ve
kafein tozu yok denecek kadar diisiik oranda katesin tiirevlerini icermektedir (Sekil 3.51 ve

3.52)
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Sekil 3.51. 2014 Y1l i¢ilincii siirimde farkli ¢oziciilerle 1 g ¢ay atigindan ekstre edilen
katesin miktarlar1
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Sekil 3. 52.2014 Y1l {igiincii stirlimde farkl ¢oziiciilerle 1 g kafein tozundan ekstre edilen
katesin miktarlar1

Birinci, ikinci, t¢iincii siirim yas c¢aylar, atiklar1 ve kafein tozlarinin mikrodalga
ektraksiyonu sonucunda elde edilen katesin ekstraktlarinin HPLC analizi ile belirlenen

bilesenlerinin yiizde oranlar1 Tablo 3.5-3.7" de gorilmektedir.
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Tablo 3.5. 2014 Y1li yas ¢ay ekstraktlarinin igerikleri

I. Surim
Kuru Yas Dondurulmus
Icerik (%) Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su EA-Su
GA 0,01 - - - - - - - -
Kafein 0,01 - 0,02 - 0,01 0,01 0,01 - 0,01
EGC 6,21 1,49 6,95 2,79 1,61 3,97 0,41 0,68 1,61
C 0,10 0,05 0,04 0,01 0,04 0,06 - 0,01 -
EC 0,18 0,27 0,33 0,11 0,03 0,09 0,10 0,12 0,10
EGCG 0,10 0,15 0,48 0,28 0,10 0,25 0,06 0,04 0,21
TKI 6,59 1,96 6,90 1,49 1,59 3,89 0,57 0,80 1,80
KE 6,60 6,20 6,90 1,50 1,60 3,90 1,40 1,40 1,90
EITK 99,85 31,56 100 99,40 | 99,38 99,74 40,79 57,00 94,74
YCETK 6,59 1,96 6,90 1,49 1,59 3,89 0,57 0,80 1,80
I1. Surim
Kuru Yas Dondurulmusg
Icerik (%) Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su
GA - - - - - - - - -
Kafein 0,01 0,04 0,01 - - - - - 0,01
EGC 4,55 0,98 2,37 1,24 1,54 2,72 0,36 0,44 1,37
C 0,01 0,03 - - - 0,01 - 0,01 0,02
EC 0,18 - 0,11 0,02 0,02 0,05 0,08 0,06 0,05
EGCG 0,26 0,07 0,20 0,12 0,20 0,31 0,04 0,02 0,13
TKI 4,44 1,08 2,48 1,39 1,56 3,08 0,48 0,53 1,57
KE 4,90 4,30 5,40 1,40 1,60 3,10 1,2 1,30 1,70
EITK 90,67 25,21 45,91 99,29 97,63 99,36 40,00 40,62 92,53
YCETK 4,44 1,08 2,48 1,39 1,56 3,08 0,48 0,53 1,57
I11. Surdm
Kuru Yas Dondurulmus
Icerik (%) Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su
GA - - - - - - - - -
Kafein 0,01 - - - - - - - -
EGC 2,17 0,98 3,55 0,89 1,28 2,56 0,44 0,72 1,32
C - 0,04 0,01 - - - 0,01 0,01 0,01
EC 0,08 0,06 0,04 0,06 0,02 0,03 0,09 0,08 0,04
EGCG 0,43 0,10 0,30 0,08 0,09 0,20 0,03 0,03 0,14
TKI 2,68 1,17 3,90 1,03 1,39 2,79 0,57 0,83 1,50
KE 2,70 2,10 3,90 1,30 1,40 2,80 1,00 1,10 1,60
EITK 99,26 55,71 100 78,85 99,29 99,64 57,20 75,64 | 93,75
YCETK 2,68 1,17 3,90 1,03 1,39 2,79 0,57 0,83 1,50

TKI: Toplam katesin icerik yiizdesi

KE: Katesin ekstrakt yiizdesi
EITK: Ekstraktin igerdigi toplam katesin yiizdesi
YCETK: Yesil ¢cay 6rneginden ekstre edilen toplam katesin yiizdesi
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Tablo 3.5’de goriilecegi gibi 2014 yilinin yas ¢ay Orneklerinde tim suriimlerde taze
orneklerle neredeyse tamami katesinlerden olusan ekstraktlar elde edilmistir. Kurutulmus
yas caylarin ise su ve etil alkol-su c¢oziiciileriyle ¢ok basarili ekstraksiyon yapildigi
sOylenebilir. Beklendigi {izere ¢ay atig1 ve kafein tozu 6rneklerinden igeriginde ¢ok ¢ok

diisiik oranda katesin tiirevlerini iceren ekstraktlar elde edildigi agiktir.

Tablo 3.6. 2014 Y1li cay atig1 ekstraktlarinin igerikleri

ATIK
I. SURUM I1. SURUM I11. SURUM

Icerik (%) Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su

GA - - 0,01 0,01 - - - - -
Kafein 0,01 - - - - - - - 0,02
EGC 0,17 0,16 0,26 0,07 0,02 0,03 0,11 0,07 0,08
C 0,03 - 0,03 0,03 0,02 0,02 0,03 0,02 0,01
EC 0,15 0,13 0,02 0,08 0,11 0,05 0,04 0,04 0,08

EGCG 0,01 0,01 - 0,01 - - 0,02 - -
TKI 0,36 0,30 0,32 0,18 0,16 0,10 0,20 0,14 0,17
KE 2,20 2,00 2,60 1,90 1,80 2,40 1,80 1,80 2,30
EITK 16,41 15,10 12,23 9,63 8,89 4,17 11,06 7,89 7,22
YCETK 0,36 0,30 0,32 0,18 0,16 0,10 0,20 0,14 0,17

Tablo 3.7. 2014 Y1l kafein tozu ekstraktlarinin igerikleri

KAFEIN TOZU
I. SURUM 1. SURUM I11. SURUM

Icerik (%) Su SA-Su EA-Su Su SA-Su | EA-Su Su SA-Su | EA-Su

GA - - - - - - - - -

Kafein 0,01 - - - - - - - -
EGC 0,10 0,11 0,17 0,01 0,01 0,01 0,01 0,05 0,06

C 0,01 - - 0,01 0,01 0,01 - - -
EC 0,19 0,15 0,06 - - - 0,04 0,07 0,09

EGCG 0,01 0,01 0,03 0,01 0,01 0,01 - - -
TKI 0,30 0,26 0,26 0,03 0,02 0,02 0,05 0,13 0,16
KE* 2,50 1,70 3,00 1,40 1,30 2,10 1,00 1,10 1,20
EITK** 12,16 15,41 8,53 1,86 1,77 1,05 4,90 11,36 13,00
YCETK 0,30 0,26 0,26 0,02 0,02 0,02 0,05 0,13 0,16

Atik cay ve kafein tozu Orneklerinden mikrodalga ekstraksiyonu sonrasi etil asetat
ekstraksiyonuyla azimsanamayacak oranda katesin ekstrakti elde edilmis olmasina ragmen

(Sekil 3.42 ve 3.43) bu ekstraktlar katesin tiirevlerinden olusmamaktadir. Bu ekstraktlarin



96

kismen kalinti kafeinin yanisira katesin digi makro molekiilleri ve ¢ozinur selltlozik

materyalleri i¢erdigi diisliniilmektedir.

3.2. SFE Ekstraksiyonu Bulgular:

Boluim 2.5.2°de detaylari verilen siiperkritik akiskan ekstraksiyonuna (SFE) yontemi
2014 y1il1 6rneklerinin bazilarina uygulandi. Bu yontemin 6zii mikrodalga ekstraksiyonuyla
cay orneginden ayrilan kafein ve katesin ekstraktlarini ikinci bir ekstraksiyona tabi tutarak
kafein ve katesini birbirinden ayirmaktir. Bu amagla ME’de yiiksek verim saglayan
ekstraktlar SFE ile ayrilmaya calisildi. Tablo 3.5’den goriilecegi gibi en yliksek ekstrakt
verimleri I. stirim yesil cay orneklerinden etil alkol-su ¢oziiciisiiyle elde edilmistir. Bu
¢oziicii ile kuru yesil caydan %6,90 verimle katesin ekstrakti ve %3,90 kafein ekstrakti
elde edilmisti. Birinci siirim yas kuru ve dondurulmus yas cay Ornekleri etanol-su
cozlcuslyle 600 W gucde, 80 °C sicaklikta ve 4 dakikalik siirede ekstre edildi.
Ekstraksiyon tamamlandiktan sonra dondurarak kurutma yoluyla suyu uguruldu ve kalinti
SFE’a tabi tutuldu. Once 250 bar, 60 °C’de 3 saatlik CO,-SFE islemiyle kafein ayrildi.
Daha sonra 0,5 mL/dk etanol modifiyeriyle ayni sartlarda katesinler ekstre edildi.

3.2.1. SFE ile Yesil Caydan Kafein ve Katesinlerin Ayrim

SFE ile ayrilan kafein ve katesin ekstrakt verimleri Sekil 3.53’de verilmistir. Burada

mikrodalga ekstraksiyonu i¢in etanol-su kullanilmig olup bu ekstrakt SFE ile ayrilmistir.



97

_ 10 Etil Alkol-Su
£
£ 8
> 6
=
& 4
N4
1l m m
o
[ |
0
Kuru Yas Dondurulmug

10 -
E g Etil Alkol-Su
i
%
6
£
Z 4
: ]
s [] .

0

Yas Kuru Dondurulmus

Sekil 3.53. 2014 Yili birinci siirim kuru, yas ve dondurulmus yas cay
orneklerinin etil alkol-su ile ME sonrasi SFE ile elde edilen
ekstrakt verimleri

Yas cay orneklerinden SFE ile kafeinin tamami uzaklastirilirken %2 oraninda katesin
ayrilabilmistir. 2014 Birinci suriim kuru, yas ve dondurulmus yas ¢ay orneklerinin ME
sonrasinda kloroform ekstraksiyonunda elde edilen kafein verimleri Sekil 3.38’de
goriilmektedir. Kloroform ile yapilan ekstraksiyonda kuru oOrneklerden %3,68, yas
orneklerden %1,10 ve dondurulmus oOrneklerden %1,52 verimle kafein izolasyonu
yapilmisti. Ayni yolla ME yapilan 6rnegin SFE ile ayrilan kafein verimleri Sekil 3.53’den
goriilebilecegi gibi kuru, yas, dondurulmus yas ¢ay orneklerinde sirastyla %1,56, %0,99,
%1,42°dir. ME sonras1 kloroform ekstraksiyonu ve SFE (Sekil 3.38 ve Sekil 3.53’de

sunulan) kafein ekstrakt verimleri Sekil 3.54’de karsilagstirmali olarak verildi.
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Sekil 3.54. 2014 Y1l birinci stiriim 6rneklerinin ME sonrasi sivi-sivi ekstraksiyonu ve ME
sonrast SFE ile elde edilen kafein verimleri

SFE ile kafeinlerin ayrilmasi oldukca iyi veriler saglamisti. Ozellikle yas ve
dondurulmus 6rnekler i¢in ideal sonuglar sunmaktadir. Bu da gostermektedir ki etanol-su
cOzucistiyle 4 dakikalik siiregte yas cay Orneklerinden kafein ve katesinler ekstre
edildikten sonra bu ekstraktin kafein icerigi SFE ile basarili bir sekilde ayrilabilir. Daha
yiiksek kafein icerigi olan 6rnekler i¢in 3 saatlik siireci daha uzun tutarak bir optimizasyon
yapilabilir.

Liyofilize edilmis ekstraktlardan SFE ile kafeinin ayrilmasi olduk¢a basarili olmasina
karsin katesinlerin ayirimi daha diisiik oranda gergeklestirilmistir. Her iki yolla elde edilen
(Sekil 3.41 ve Sekil 3.53’de sunulan) katesin ekstrakt verimleri karsilagtirmali olarak Sekil
3.55’de gorilmektedir.
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Sekil 3. 55.2014 Y1l birinci stiriim drneklerinin ME sonrast sivi-sivi ekstraksiyonu ve ME
sonrasi SFE ile elde edilen katesin verimleri
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Gortiilecegi tlizere SFE ile yiiksek oranda katesin ekstraksiyonu verimlerine
ulagilamamigtir. Bunun en 6nemli nedeninin modifiyerli SFE sistemi i¢in uygulanan 3

saatlik siirecin uygun olmadig diisiintilmektedir.

3.2.2. SFE ile Atik ve Kafein Tozundan Kafein ve Katesinlerin Ayrimi

Atik cay ve kafein tozu drnekleri dnce su ¢oziiciisii ile mikrodalga yontemiyle ekstre
edilmis daha sonra bu ekstrakt i¢indeki kafein ve katesinler SFE ile birbirinden ayrilmistir.
Atiklarin secilmesinin nedeni yiiksek oranda kafein icermeleridir. Kloroform ile atik
caydan %4,50 verimle kafein ayrilirken kafein tozundan %7,10 verimle kafein elde
edilmisti (Sekil 3.39 ve 3.40). 2014 Y1l birinci slrim siyah ¢ay atig1 ve kafein tozundan

ME sonras1 SFE ile ayrilan kafein ve katesinlerin % verimleri Sekil 3.56’da verilmistir.
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Sekil 3.56. 2014 Yili birinci slUrim siyah cay atigi ve kafein tozu
orneklerinin ME sonras1 SFE ile elde edilen ekstrakt verimleri

Optimize edilmis 250 bar, 60 °C ve 3 saatlik CO,-SFE ile kafein ayrimi sonucunda
atitk ve kafein tozu ekstraktlarinin kafein verimleri %1’in altindadir. Kafein oraninin
%?2’den yiiksek oldugu durumlarda kullanilan SFE sartlar1 yeterli olmamaktadir.

SFE ile elde edilen ve Sekil 3.56’da verilen katesin verimleri %1,01 ve %1,56’dir.

Bu veriler s1vi-sivi ekstraksiyonuyla elde edilen verimlere yakindir.
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3.2.3. SFE Ekstraktlarimin HPLC Analizleri ve Katesin Icerikleri

SFE ile elde edilen ekstraktlarin HPLC analizleri yapilarak daha onceki boliimlerde

oldugu gibi katesinlerin miktarlar1 belirlendi. Kuru, yas, dondurulmus yas caylarin

SFE’dan elde edilen ekstraktinin HPLC kromatogrami Sekil 3.57°de, cay atig1 ve kafein

tozu 6rneklerinin HPLC kromatogramlari ise Sekil 3.58’de verilmistir.
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Sekil 3.57. 2014 Y1l birinci siiriim kuru, yas, dondurulmus yas ¢ay orneklerinin SFE ile

ayrilan katesin ekstraktlarinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.58. 2014 Y1l birinci stiriim atik ve kafein tozu drneklerinin SFE ile ayrilan katesin
ekstraktlariin HPLC kromotogramlari

HPLC kromatogramlarindan hesaplanan Kkatesin igerikleri Sekil 3.59-3.60°da

verilmigtir.
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Sekil 3.59.2014 Yili birinci surim yas ¢ay orneklerinin SFE ile katesin bilesenlerin
miktarlari
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Sekil 3.60. 2014 Yili birinci sirim atik ve kafein tozu 6rneklerinin SFE ile katesin
bilesenlerin miktarlari

2014 Yili birinci strimin EGC, EGCG, EC ekstrakte edilmistir. Kuru, yas,
dondurulmus yas ¢aylarda sirasiyla 10,71 mg, 6,16 mg, 4,16 mg EGC mevcuttur. EGCG
ve EC miktarlar1 birbirine yakin iken en az miktarda C bulunmustur. Birinci sirimin cay

atig1 ve kafein tozu orneklerine yapilan SFE sonrasit HPLC analizinde eser diizeyde EGC

ve EC belirlenmistir

3.2.4. SFE Genel Degerlendirme

SFE ile ayrilan katesin ekstraktlarinin igerdigi toplam katesin yiizdelerini ve drnekten

ekstre edilebilen katesin yiizdelerini gosteren veriler Tablo 3.8 de verilmistir.

Tablo 3.8. 2014 y1l1 6rneklerinin SFE ile elde edilen ekstraktlarin igerikleri

I. Strim
Etil Alkol-Su Su
(%) Yas Kuru Dond Atik K.Tozu

GA - - - - -

Kafein 0,01 0,01 - - -
EGC 0,62 1,07 0,42 0,12 0,01
C 0,01 - 0,01 - 0,01
EC 0,10 0,11 0,07 0,02 0,07
EGCG 0,12 0,14 0,08 - 0,06
TKi 0,84 1,32 0,57 0,15 0,14
KE* 2,25 2,38 1,60 0,97 1,48
EITK** 37,32 55,35 35,76 15,01 9,64
YCETK 0,84 1,32 0,57 0,15 0,14

* 10g cay orneginden elde edilen ekstrakt yiizdesi

** Katesin ekstrakti i¢indeki igeriklerin toplam yiizdesi




103

SFE sonrast HPLC igerikleri incelendiginde toplam katesin yiizdesi kuru ve yas
orneklerinde birbirine yakin degerlerde olup kuru yas ¢aydan %2,38 katesin ekstrakti elde
edilmis ve bunun %55,35%ini katesinler olusturmaktadir. Icerik bakimindan da istenen

hedefe ulasilamadigi agiktir. Yontem tizerinde daha fazla ¢alisma yapmak gerekmektedir.



4. TARTISMA

4.1. Mikrodalga Ekstraksiyon Yonteminin Secilmesi

Bu tez bir SAN-TEZ projesi kapsaminda gerceklestirildiginden endiistriye yonelik
uygulama hedeflerini tagimaktadir. Mikrodalga ekstraksiyonu kisa ekstraksiyon siiresi,
enerji tasarrufu ve cevresel etkileri yonunden iyi bir alternatif yontemdir. Li vd., (2010)
tarafindan Cin yesil caylariyla yapilan g¢alismada 600 W gicunde bir mikrodalga
ekstraktorunde 3 dakika sure ile 1:20 (g/mL) oranindaki ¢ay ornekleri su ¢oziiciisiine
ekstre edilmistir. En yuksek ekstraksiyon veriminin yaklasik %15 oldugu ve ekstraktin
EGCG igerdigi rapor edilmistir. Pan vd., (2003) yesil ¢ay yapraklarindan kafein ve
polifenollerin  mikrodalga ekstraksiyonunda aseton, metanol, etanol, su ¢d6zuculerini
degisik derisimlerde kullanarak farkli ¢oziicii etkilerini aragtirmiglardir. Bu ¢alismada 6n
bir bekletme islemiyle daha iyi verimler elde edildigi rapor edilmektedir.

Literatiir verileri dogrultusunda yapilan bir seri deneysel calisma sonucunda en
yiiksek verimleri saglayan mikrodalga ekstraksiyon sartlar1 belirlendi. Bu amagla 6n bir
bekletme siiresi sonrasinda 600 W giicte c¢alisan kapali bir sistemde 80 °C sicakligi
geemeden 4 dakikalik siireglerde ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Coziicli etkilerini
aragtirmak amaciyla su, sitrik asit-su, ve etanol-su ¢oziculeri kullanarak ekstraksiyonlar
gerceklestirildi. Kafein ve katesinlerin ekstraksiyonunda yas ¢ay drnekleri 2013 ve 2014
yil1 ¢ay toplama siirlimlerinden alinarak yillar arasinda ve siiriimler arasindaki degisimler
izlenmeye c¢alisildi. Sadece yas cay ornekleri degil ayni 6rnekleme donemlerinde alinan

siyah atik ¢ay ve kafein tozu 6rnekleride ¢aligildu.

4.2. Kromatografik Analizler

Uygulanan ekstraksiyon yontemlerinden elde edilen ekstraktlarin katesin igeriklerini
nitel olarak belirlemek amaciyla Bolim 3.1.1.2° de anlatilan TLC analizleri yapilmistir. Bu
analizlerden yararlanarak ileri analizlere ge¢meden kabaca ekstraktin etkinligi
belirlenebildi. Elde edilen kromatogramlar 3.7 ve 3.11°de verilmistir. Tiim katesin tiirevleri
net olarak belirlenebilmektedir. TLC analizlerinde yaygin olarak kullanilan silikajel tabaka

yerine poliamid sabit fazli bir tabaka kullanildi.
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Ekstraktlarin igerik analizlerini gergeklestirmek icin Once yontem optimizasyonu
yapilmigtir. Standart fenolik bilesiklerin kromatogrami Sekil 3.18’de goriilmektedir.
Gradiyentli yontem 34 dakika iginde tiim analitlerin ayrilmasi saglandi. Diisiik
derisimlerde alikonma zamanlarinin ve pik alaninin tekrarlanabilirligi kabul edilebilir
degerlerde bulundu (Tablo 3.1). Ayrica standartlarin 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 igin yeterlidir. Calisilan tiim Orneklerin katesin ekstraktlariin igerikleri
belirlenerek straksiyonun etkinligini gosteren onemli veriler elde edildi. Tablo 3.2 ve
3.8’de sunulan verilerde ekstraktlarin saflig1 ve ne oranda katesin tiirevi igerdigi net olarak

gorulmektedir.

4.3. Cay Orneklerinin Yillara ve Sirimlere Goére Mikrodalga Ekstraksiyon
Verilerinin Degerlendirilmesi

Izleme ¢alismasi yapilan 2013 ve 2014 6rneklerinin icerik karsilastirmalar1 yillar
aras1 degisimleri gosterecektir. Bu karsilagtirmayi saglayan veriler Bolim 3.1.1.4 ve
3.1.2.2°de ayrintil1 olarak verilmistir.

2013 orneklemesinde elde edilen veriler 2014 yili 6rnekleriyle igerik bakimindan
farkliliklar sergilemistir. Ancak her iki yil 6rneklerinde de genel egilim I. Siirtimden III.
Stiriime dogru azaldig seklindedir. Yillar arasi farklarin iklim sartlarindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Diinya literatiiriinde genellikle Cin caylariyla yapilan calismalarda
ortalama olarak %2-4 araliginda kafein bulundugu belirtilmistir. Ulkemizde yetistirilen
cayda da ortalama degerlere yakin kafein icerigi belirlendi. Ancak katesin bilesiklerinin
ayrilmasi ve ekstrakt verimleri agisindan genel bir degerlendirme yapilirsa Tiirk yas cay
ornekleri %1-6 oraninda katesin icermektedir. Bu oran Cin ¢ay1 igin rapor edilenlerin ¢ok
altindadir. Mikrodalga yontemiyle daha kisa siirede ekstraksiyon yapilabilmektedir ve elde
edilen verimler geleneksel yontemlerle elde edilenlere benzerdir. Net bir degerlendirme
yapmak amaciyla 2013 yili tiim 6rneklerden elde edilen kafein verimleri Sekil 4.1°de, 2014

verimleri ise Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.1. 2013 Yili 6rneklerinin farkli ¢oziiclilerdeki mikrodalga ekstraksiyonu kafein
verimleri
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Sekil 4.2. 2014 Y1l 6rneklerinin farkli ¢oziiciilerdeki mikrodalga ekstraksiyonu kafein
verimleri

Bu verilerden su sonuglar ¢ikarilabilir:

1) Yas cay oOrneklerinde kafein orami %0,54-%2,18 araliginda degismekte olup
diisiik kafein igerikli caylar smifinda degerlendirilebilir. Endiistriyel anlamda
kafein izolasyonu i¢in iyi kaynak degildir.

2) Yas caymn kuru olarak ekstre edilmesi yas ve dondurulmus ¢aylardan daha yiiksek

kafein verimi saglamistir.
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3) Atik gay ve kafein tozu hem 2013 hem de 2014 6rneklemelerinde normalin ¢ok
tizerinde kafein verimi saglamistir. 2013 Orneklerinde 9%6,5-%7,42 arasinda
kafein verimleri elde edilirken 2014 yilinda bu degerler %5,82-%7,01
araligindadir. Bu yoniiyle degerlendirildiginde ¢ay atiklar1 ¢ok degerli bir kafein
kaynagi olarak goriilmektedir.

4) Yas cay ve atiklardan mikrodalga ekstraksiyonuyla kafeinlerin ayrilmasinda
¢oziiciiler arasinda 6nemli fark gézlemlenmedi.

5) 2013 yili orneklerinde kafein verimleri agisindan siirimler arasinda ciddi
farkliliklar gézlemlenmezken 2014 yili 6rneklerinde I. siiriimden III. siiriime
dogru azaldig belirlendi (Sekil 4.2).

Mikrodalga ekstraksiyonu ile katesin verimlerinde oldukga dikkate deger veriler elde
edilmistir. Mikrodalga ile elde edilen sulu ekstraktin kloroform ekstraksiyonu oldukc¢a saf
kafein ayirdigindan segici olarak kafein ayrimi yapilmistir. Oysaki katesinleri ayirmak igin
kullanilan etil asetat segici olmayip beraberinde diger bazi kimyasallar1 da
ayirabilmektedir. Bu nedenle mikrodalga ekstraksiyonunda kullanilan ¢6ziicii ortami kati
ornekten katesinleri ayirmada ¢ok daha 6nemli hale gelmektedir.

Benzer bir yaklagimla su, sitrik asit-su ve etanol-su ¢oziiciileriyle yapilan katesin
ekstraksiyon verimleride karsilastirilabilir. 2013 Yili 6rneklerinin karsilagtirmali olarak

degerlendirmesi Sekil 4.3°de 2014 degerlendirmesi ise Sekil 4.4°de goriilmektedir.
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Sekil 4.3. 2013 Yili 6rneklerinin farkli ¢oziiciilerdeki mikrodalga ekstraksiyon katesin
verimleri
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Sekil 4.4. 2014 Yili 6rneklerinin farkli ¢oziiclilerdeki mikrodalga ekstraksiyon katesin
verimleri

Bu verilerden su 6nemli sonuglar ¢ikarilabilir:
1) Katesin ekstrakt verimleri yillar arasinda ve siiriimler arasinda farkliliklar
sergilemektedir. 2014 Yili 6rneklerinden daha yiiksek ekstrakt verimleri elde

edilmistir. Dolayisiyla katesinlerin {iretimi iklim sartlariyla iliskilidir.
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2) Siiriimler arasinda da net bir egilim yoktur. Ornegin 2013 yili &rneklerinde
ozellikle yas cay orneklerinde II. siirlimde yiiksek katesin verimleri elde edilirken
2014 yilinda I. siirim Orneklerinden elde edilmistir. Bu degisiminde iklim
sartlarindan kaynaklandig diisiintilmektedir.

3) Sekil 4.3 verilerine gore en yiiksek ekstrakt verimleri etil alkol-su ¢ozlcusuyle
elde edilmektedir. Coziicii ortaminda etanol bulunmasi kati materyalden ¢oziicii
ortamina ekstre edilen madde miktarin1 artirmaktadir. Ayn1 egilim 2014 6rnekleri
icinde gozlemlendi (Sekil 4.4).

4) Yas ¢ay orneklerinin yas (taze) ve kuru olarak islenmesinde daha yiiksek ekstrakt
verimleri elde edilmistir. Ancak dondurulmus 6rneklerden tiim ¢alismalarda daha
diisiik katesin verimleri elde edildi. Yesil ¢cay ornegi parcalayicidan gegirilerek -
20 °C’de saklanarak belli bir siiregten sonra ME’na tabi tutulmustur. Bu siirecte
enzimatik tepkimeler devam etmis olabilir. Bunun bir sonucu olarak katesinlerin
miktar1 azalabilir. Bu etkiyle ilgili herhangi bir literatiir verisine rastlanmamuistir.

5) Kafein tozu ve atik 6rneklerinden de onemli oranda katesin ekstre edildigini
gosteren veriler yine Sekil 4.3 ve 4.4’de goriilebilir. Ancak ekstraktlarin HPLC
analizleriyle bulunan igerik analizleri % verim degerlerinin basarisin1 temsil
etmedigini gostermektedir. Bolim 3.1 de sunulan Tablo 3.3- 3.4 ve Tablo 3.6-
3.7 verileri ekstrakt iceriklerinin tamamen katesinlerden olusamayabilecegini net

olarak gostermektedir.

4.4, Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SFE) Yonteminin Optimizasyonu

Caydan kafein ve katesin gibi bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in aseton, metanol,
asetonitril, kloroform, etil asetat gibi organik c¢oziiciiler kullanmilmaktadir. Ozellikle
kafeinsiz ¢ay elde etmek amaciyla sivi-sivi ekstraksiyonunda kullanilan kloroform oldukg¢a
toksik ozellikte bir organik ¢oziiciidiir. Bu ¢oziiciilerin kalintilart insan sagligi acisindan
oldukca tehlikelidir ki Amerika Kanser Arastirmalart Enstitiisii bu ¢oziiciilerin
ekstraksiyonlarda kullaninminm1 yasaklamistir (Park vd., 2007). Bilim adamlar1 bu
gerekgelerden yola ¢ikarak alternatif ve oldukga 6nemli bir ekstraksiyon yontemi olan ve
cozicl olarak COy’in kullanildig siiperkritik akiskan ekstraksiyon yontemini (SFE)
onermektedir. Bu yontemin bir¢ok avantaji vardir. Olduk¢a 6nemli 6zelliklerinin yaninda

tek dezavantaji olduk¢a apolar olmasi sebebiyle yalnizca hidrokarbonlar ve ugucu yaglar
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gibi bilesenleri ortamdan uzaklastirabilmesidir. Bu dezavantaji ortadan kaldirabilmek
amaciyla ortama polariteyi artirict ilave coziiciiler (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. Secimli ekstraksiyon yapabilmek amaciyla
izolasyonu istenen bilesenin yapisina uygun ilave ¢oziiciiler secilmelidir. Ornegin,
katesinlerin SFE ile izolasyonu icin ilave ¢oziicli olarak etanoliin kullanilmasi katesinlerin
hidroksil grubu ve etanoliin hidrojeni arasinda gii¢lii bir hidrojen bagi kurulmasiyla
izolasyonlarini kolaylastirir (Ghoreishi ve Heidari, 2012).

Bolim 2’de detaylarnt tartisilan ve yOntem ayrintilart verilen ME sonrasi SFE
yontemiyle kafein ve katesinlerin birbirinden ayrimi saglanmistir. Yas caydan 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 ve katesinlerin
izolasyonu igin en yiiksek katesin veriminin elde edildigi 250 bar basing, 60 °C sicaklik,
0,5 mL etanol hacmi ve 3 saat modifiyerli SFE yontemi kullanildi.

Tim c¢alisma verilerinde en yiiksek kafein verimi saglayan 2014 yili ¢ay atig1 ve
kafein tozu 6rnekleri 6nce su c¢ozicusiyle ME’ na tabi tutuldu. Elde edilen ekstrakttan
CO,-SFE sistemiyle dnce kafeini daha sonrada modifiyerli (etanol, 0,5 mL/dk) sistemle de
katesinler ayrildi (Sekil 3.56).

Benzer bir ¢alisma da katesin verimleri yliksek olan 2014 yili I. siirim yas cay
ornekleri ile gergeklestirildi. Yas, kuru ve dondurulmus yas cay Ornekleri etanol-su
cozlcuslyle ME’na tabi tutuldu. Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra sulu ekstrakt
liyofilizasyonla kurutularak SFE sistemine uygulandi. Yukarda belirtilen sartlarda Once
kafein daha sonra da modifiyerli sistemle katesinler ayrildi. Ayrilan ekstraktlarin verimleri
Sekil 3.53” de belirtilmistir.

Kullanilan yontem yas ¢ay Ornekleri i¢in optimize edildiginden kafein ve katesince
yiiksek igerige sahip ekstraktlardan ayirma yapmak i¢in yeni bir optimizasyon
gerekmektedir. Silire¢ daha uzun tutularak daha basarili ayrim gerceklestirilebilir. Bu
optimizasyon c¢aligmalarina devam edilecektir.

Diger taraftan sunu da unutmamak gerekir ki ME ile igerigi tamamen kafein ve
katesinlerden olusan bir ekstraksiyon yapilmis ise kafeinin SFE ile ayrilmasi sonrasinda

kalan materyal tamamen katesinlerden olusacaktir. Dolayisiyla kafein ve kateginlerin
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birbirinden ayrilmasinda herhangi bir organik ¢oziicii kullanilmayacagindan tiim islem bir

“yesil ekstraksiyon” yontemi olarak kabul edilebilir.
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5. SONUCLAR

|

Yas cayin kuru olarak ekstre edilmesi yas ve dondurulmus caylardan daha yiiksek
kafein verimi saglandu.

Atik ¢ay ve kafein tozu hem 2013 hem de 2014 Orneklemelerinde normalin ¢ok
Uzerinde kafein verimi saglandi. Bu yoniiyle degerlendirildiginde cay atiklar1 ¢ok
degerli bir kafein kaynagi olarak goriilmektedir.

Yas ¢ay ve atiklardan mikrodalga ekstraksiyonuyla kafeinlerin ayrilmasinda ¢oziiciiler
arasinda onemli fark gézlemlenmedi.

2013 il 6rneklerinde kafein verimleri acisindan siirlimler arasinda ciddi farkliliklar
gozlemlenmezken 2014 yili orneklerinde 1. siirimden III. siiriime dogru azaldigi
belirlendi.

Yas caym kuru olarak ekstre edilmesi yas ve dondurulmus caylardan daha yiiksek
kafein verimi saglamustir.

Atik ¢ay ve kafein tozu hem 2013 hem de 2014 o6rneklemelerinde normalin ¢ok
tizerinde kafein verimi saglamistir. Bu yoniiyle degerlendirildiginde ¢ay atiklari ¢ok
degerli bir kafein kaynagi olarak goriilmektedir.

Yas ¢ay ve atiklardan mikrodalga ekstraksiyonuyla kafeinlerin ayrilmasinda ¢oziiciiler
arasinda 6nemli fark gézlemlenmedi.

2013 yili 6rneklerinde kafein verimleri agisindan siirlimler arasinda ciddi farkliliklar
gozlemlenmezken 2014 yili orneklerinde 1. siirimden III. siiriime dogru azaldigi

belirlendi.
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