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OZET

YESIL CAYDAN L-TEANIN EKSTRAKSIYON OPTIMiZASYONU VE
SAFLASTIRILMASI

Nihan Sagcan

Gida Miihendisligi Anabilim Dal1
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismant: Prof. Dr. Osman SAGDIC
Es Danisman: Dr. Sena SAKLAR AYYILDIZ

Teanin c¢aydaki buruk tadi saglayip ¢ayin kalitesini belirleyen, bunun yaninda bir¢ok
farmakolojik etkiye sahip, protein olmayan bir aminoasittir. Son yillarda diinyada, ¢ayin
onemli bir bileseni olan bu maddeyi fonksiyonel gida bileseni veya diyet takviyesi
olarak kullanma {izerine ilgi artmaktadir. Bu amagcla teaninin ¢aydan uygun kosullarda
ekstrakte edilip saflagtirilmasi gerekmektedir. Bu calismada klasik ve ultrases teknigiyle
farkli sicaklik, siire ve su: ¢ay oranlar1 kullanilarak ekstraksiyon denemeleri yapilmistir.
Calismada belirli partikiill boyutuna elenmis olan islenmis yesil ¢ay Ornekleri
kullanilmigtir.  Yamit  Yiizey YoOntemi  kullanilarak  yapilan  ekstraksiyon
optimizasyonunda her ii¢ faktoriin de teanin ekstraksiyon verimini artirdigi ve ultrases
teknigi ile c¢aydan yaklasik olarak % 30 daha fazla teanin ekstrakte edilebildigi
goriilmiistiir. En uygun ekstraksiyon kosulununultrases tekniginin kullanildigi 80°C- 38
dk- 23:1 mL/g su: ¢ay orani oldugu belirlenmistir. Buradan elde edilen sulu ekstrakta bu
kez de etil asetatla ekstraksiyon islemi uygulanmis buradan elde edilen su fazinda teanin
saflig1 % 31’e cikarilarak teanince zengin ekstrakt elde edilmistir. Saflastirma iglemi
i¢in kolon kromatografisi sistemi kullanilmigtir. Poliamid dolgu maddesi ile doldurulan
kolonda mobil faz olarak 0.5 mL/dk akis hizinda deiyonize su kullanilmistir. Teanince
zengin ekstraktin kolona verilmesi sonucu su fazinda teanin ve kafein fraksiyonlar1 ard
arda kolondan ayrilmistir. Yaklasik olarak 40-60. dakikalar arasinda gelen teanin bir

Xi



tiipte toplanmis ve yapilan HPLC analizi sonucu buradan elde edilen teaninin % 90
saflikta oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Teanin, ekstraksiyon, yanit yiizey yontemi, kolon kromatografisi,
saflastirma

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU
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ABSTRACT

EXTRACTION OPTIMIZATION AND PURIFICATION OF L-
THEANINE FROM GREEN TEA

Nihan SAGCAN

Department of Food Engineering
MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Osman SAGDIC
Co-Adviser: Dr. Sena SAKLAR AYYILDIZ

Theanine is a nonprotein aminoacid which gives the stringent and umami taste to tea.
Besides that, it has a lot of pharmacological effects and indicates the quality and price
of tea. Recently, there has been an interest on using this important component of tea as
functional food ingredient or dietary supplement. For this purpose, theanine should be
extracted and purificated in suitable conditions from tea. In the present study, classical
and ultrasound extraction techniques with different temperature, time and water to
tearatio were tested. Processed green teas, which were sieved in same particul size, were
used in the study. Extraction optimization was performed using Response Surface
Methodology. It has been found that all these three factors were increased extraction
yield and ultrasound technology was lead to approximately 30% increase in the amount
of extracted theanine, derived from tea. Optimum extraction conditions were
determined as 80°C-38 min- 23:1 mL/g with using ultrasound technique. Ethyl acetate
extraction was also applied to this aqueous extract. After this process theanine rich
extract was obtained with 31% purity in water phase. Column chromatography system
was used for further purification. Column was filled with polyamid resin and deionized
water with 0.5 mL/min flow rate was used as mobil phase. After the injection of
theanine rich extract to the column, theanine and caffeine fractions were left the column
one after another. Theanine fraction, which was separated approximately in 40-60

Xiii



minutes, was collected in a tube. After HPLC analysis it was identified that theanin had
90% purity in this tube.

Keywords: Theanine, extraction, response surface methodology, column
chromatography, purification

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Diinyada ve Tiirkiye’de Cay

Diinyada sudan sonra en fazla tiiketilen i¢cecek olan ¢ay, Theaceae familyasina ait bir
bitki olup bu familyada ticari dneme sahip olan tiirler Camellia sinensis var. sinensis ve
Camellia sinensis var. assamica’dir [1], [2]. Bol yagishi ve sicak iklimi seven gay bitkisi
yogun olarak Cin, Hindistan, Sri Lanka, Endonezya, Kenya ve Tiirkiye nin de icinde
bulundugu 30’a yakin iilkede yetistirilir [3]. Sekil 1.1°de 2012 yilina goére diinyadaki

cay Uretiminin tlilkelere dagilim grafigi verilmistir.

Cay Uretimi - 2012
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Sekil 1.1 Diinyada ¢ay tiretimi [4]



Diinyadaki cay iiretiminin % 70’1 siyah, % 23’1 yesil, % 7’si oolong, instant, beyaz cay
ve diger ¢ay ¢esitlerinden olusmaktadir [3]. Yesil ¢ay iiretimi, polifenol oksidaz ve tiim
yiikseltgenme enzimlerini inaktive etmek icin yiiksek sicaklik veya buharla sok
soldurma, kivirma ve kurutma; siyah ¢ay iiretimi, soldurma, kivirma, enzimatik
oksidasyon ve kurutma; oolong ¢ay iiretimi ise hafif soldurmadan sonra hafif kivirma,
kismen enzimatik oksidasyon ve kurutma asamalarini i¢ermektedir [5]. Caymn
bilesiminde yiiksek oranda flavonoller ve diger polifenol bilesikler, kafein, aminoasit ve
proteinler, polisakkaritler, basit karbonhidratlar, seliiloz ve kiil bulunur [6]. islenmemis

cay yapraginin bilesimi Cizelge 1.1°de miktarlariyla birlikte verilmistir.

Cizelge 1.1 Islenmemis ¢ay yapragmin kimyasal bilesimi (ka g/100g) [1]

Bilesik Miktar
Polifenol 23-39
Kafein 3-4

Aminoasit 2-4
Karbonhidrat 3-5
Organik Asit 0.5-2

Saponin 0.04-0.07
Pigment 0.5-1.3
Vitamin 0.6-1.0
Mineral Madde 3.5-7
Seliiloz 6-8
Lignin 4-6
Polisakkarit 4-10
Lipid 2-4
Ucucu Bilesik 0.01-0.02

Tirkiye’de Dogu Karadeniz Bolgesi’nde Giircistan sinirindan baslayarak Ordu’ya kadar
olan bolgede ¢ay tarimi yapilmaktadir ve bu bolge diinyada cay yetistiriciligi yapilan

alanlar i¢inde en st siralarda yer almaktadir [3]. Tiirkiye, diinyada ¢ay tretiminde
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besinci sirada yer almasina karsin, bu iilkeler arasinda kisi basina yillik cay tiikketimi
acisindan ilk siradadir [1]. Tirkiye’de ¢okga tiiketilen ve 6nemli gelir kaynaklardan biri
olan ¢aydan ve onun yan iirlinlerinden en iist diizeyde faydalanilmasi gerekmektedir. Bu
calismada da c¢aydan, icerdigi teanini elde etmek amaciyla yararlanilabilecegi

gosterilmistir.

1.1.2 Teanin

Teanin ¢ay bitkisinde (Camellia sinensis) dogal olarak bulunan ve ¢aydaki ac1, buruk ve
kendine 6zgii tat ve kokuyu olusturan, kompleks bir umami tada sahip, protein olmayan
bir aminoasittir [1], [7]. Dogada yaygin olarak cay yapraklarinda ve bazi Camellia
tirlerinde bunun yaninda bazi mantar ¢esitlerinde (Xerocomus badius) bulunur [8].
Teanin caydaki toplam amino asitlerin % 50’sini ve ¢ayin kuru agirhigimin % 0.1-2’sini
olusturur [9], [10]. Cizelge 1.2°de verilen yesil caydaki aminoasitler ve miktarlari
incelendiginde teaninden sonra en fazla bulunan amino asitler glutamik asit ve aspartik

asittir.

Cizelge 1.2 Yesil ¢ay inflizyonundaki baglica aminoasitler ve yiizde dagilimlari [1]

Amino asit %
Teanin 45.9
Glutamik asit 12.7
Aspartik asit 10.8
Arginin 9.2
Glutamin 7.5
Serin 3.8
Treonin 1.4
Alanin 1.4
Asparagin 1.2
Lisin 1.0
Fenilalanin 11
Valin 1.0

Caydaki lezzete katkisindan dolay1 cay yapraklarindaki teanin miktarinin ¢ay kalitesi ve
fiyat1 ilizerinde dogrudan etkisi bulunmaktadir; yiiksek oranda teanin igeren gaylar

yiiksek kaliteli olarak degerlendirilmekte ve yiiksek fiyattan satilmaktadir [11].



y- glutamiletilamid, 5- N-etilglutamin veya y-etilamin-L-glutamik asit olarak
adlandirilan teanin, dogada bulunan diger aminoasitler gibi genellikle L-(S)enantiyomer
formunda olup sentetik olarak {iretilenlerde L- ve D- formlar: bir arada bulunur [7].
Yesil caydaki L-teanin miktar: ile ¢cayin kalitesi arasinda yiiksek bir pozitif korelasyon,
toplam teaninin yaklasik %1.85’ini olusturan D-teanin miktar1 ile de ters korelasyon

oldugu saptanmustir [1]. Sekil 1.2’de L-teaninin kimyasal yapis1 gosterilmistir.

R, NH

2T

HO,C

0

Sekil 1.2 L-Teaninin kimyasal yapisi [7]

Serbest teanin cay bitkisinde genel olarak koklerde sentezlenir daha sonrabitkinin tim
kisimlarina dagilir 6zellikle korpe yapraklarda birikir [1], [11]. Glutamik asit ve
etilamin, L-glutamat etilamin ligaz veya L-glutamik asit etilamin ligaz olarak

adlandirilan teanin sentetaz enzimi yardimiyla teanin biyosentezini gergeklestirirler [1].

Yapilan ¢aligmalar teaninin bircok farmakolojik etkisi oldugunu ortaya koymaktadir.
Teanin relaksasyonu artirip kisiyi sakinlestirme, konsantrasyon ve dgrenme yetenegini
iyilestirme, bazi1 kanserlere ve kardiyovaskiiler hastaliklara kargi koruma, kilo vermeyi
hizlandirma, bagisiklik sisteminin performansini artirma, kafeinin olumsuz etkilerini
inhibe etme, kan basincini ve LDL kolesterolii diisiirme gibi etkilerle iliskilendirilir [1],
[9], [11]. Teanin ayn1 zamanda polifenollerin biyosentezinde goérev alir [12]. FDA
tarafindan L-Teanin GRAS bir bilesen kabul edilmistir [13].

Teaninin sudaki ¢oziiniirligi (0 °C’de 385 g/L, 100 C°’de 556 g/L) kafein (21.7 g/L) ve
katesinlerden (6rnegin epigallokatesin galat, 5 g/L) daha yiiksektir. Bu durum sicak
suyla ekstraksiyon sirasinda ¢aydan teaninin ¢ok etkili diflizyonuna izin verir.Teanin,
kafein ve katesine gore metanol ve kloroform gibi organik ¢oziiciilerde daha az ¢oziiniir
ve bu nedenle kolayca ayrimi saglanir [14]. Etil asetat katesinler igin iyi bir ¢oziicii
olmasinin yanisira sivi-sivi ekstraksiyonlarinda suyla faz ayrimi yapmaktadir [15].
Ayrica kafein hem suda hem de etil asetatta ¢oziinmesine karsilik teanin etil asetatta
¢oziinmemektedir [7], [16]. Bu da c¢aydaki katesinlerin ve bir miktar kafeinin etil
asetatla uzaklastirilip teanin yiizdesinin artmasini saglamaktadir. Cizelge 1.3’de teaninin

baslica fiziksel 6zellikleri verilmistir.



Cizelge 1.3 Teaninin baslica fiziksel 6zellikleri [7]

Ozellik Tanimlama

Molekiil Formiilii C7H14N203

Molekiil Agirlik 174.2 g mol™!

Erime Noktas1 217-218 °C

Goriiniim Igne formunda kristal

Renk Renksiz

Coziiniirlik Suda ¢oziiniir, etanol, metanol, kloroform ve eterde ¢oziinmez
Stabilite Asidik kosullarda stabil, alkali kosullarda stabil degil

Yapilan ¢aligmalarda teanin ekstraksiyonu icin genellikle yesil ¢ay tercih edilmistir.
Cayin teanin igerigi yetistigi bolgeye, yetistirme yontemine, hasat zamanina, ¢ay tiiriine
gore degiskenlik gostermektedir [7]. Cizelge 1.4’¢ gore farkl iilkelere ait farkli gay

¥ o

cesitlerinin teanin igeriklerinin % 0.60-2.38 araliginda degistigi goriilmektedir.



Cizelge 1.4 Cesitli ¢ay 6rneklerinin teanin konsantrasyonlari [1]

Cay Ad1 Cay Tipi Ulke Toplam Teanin (g/100g)
African Flower Siyah Kenya 1.30
Assam FOP Siyah Hindistan 1.05
Ceylon Broken Siyah Sri Lanka 1.32
Ceylon Pekoe Siyah Sri Lanka 2.20
Cherry Blend FOP Siyah Hindistan/Cin 2.04
Darjeeling FOP Siyah Hindistan 1.45
Early Grey Siyah Cin 1.07
Georgian FOP Siyah Giircistan 1.16
Keemun FOP Siyah Cin 1.12
Lapsang Souchong Siyah Cin 0.82
Lemon Blend Siyah Hindistan/S.Lanka 1.26
Rosen Siyah Cin 1.03
Yunnan Siyah Cin 2.38
Formosa Oolong Oolong Tayvan 0.60
Jasmine FOP Oolong Cin 1.72
Gunpowder Yesil Cin 1.78
Sencha Yesil Japonya 1.05

Yesil c¢ay diretiminde soldurma ve fermentasyon asamalari olmadigindan teanin
miktarinin daha fazla oldugunu [1], [12] belirten yayinlara karsin siyah ¢aym yesil
caydan ¢ok daha fazla teanin igerdigini belirten [14], [17] yayinlar da mevcuttur.

Tiirk siyah cayindaki teanin konsantrasyonunun incelendigi ¢alismada 80°C ve 25
dakika ekstraksiyon sonucu kuru agirlikta % 0.32-0.43 teanin igerigine rastlanilmistir.
Ayrica ¢alismada cayin igerdigi teanin ve kafein miktar1 arasinda yiiksek bir korelasyon
oldugu saptanmis, caylarin islenmesi sirasinda her asamada teanin ve kafein miktarinin

azaldigi tespit edilmistir [1].

Yesil cayda teanin i¢in optimum ekstraksiyon kosullarinin arastirildigi bir calismada
kosullar; 80°C, 30 dk, 20:1 mL/g su:¢ay orant ve 0.5-1 mm cay boyutu olarak
bulunmus olup teanin miktar1 26.8 + 0.42 mg/g olarak belirlenmistir [11]. Yesil ¢ayla



yapilan bagka bir calismada; 98°C, 40 dk, 12:1 mL/g olarak belirlenen optimum
kosulda, teanin miktar1 4.11 mg/g olarak tespit edilmistir [9].

Literatiirde teaninin kolon kromatografisi ile saflastirma denemelerinin yapildig:
ticfarkli calismaya rastlanmistir. Bu galismalarin ilkinde sicak suyla ekstrakte edilen
yesil ¢ay sirasiyla poliamid ve NKA-II adsorbanlariyla doldurulmus kolona verilmis ve
sonu¢ olarak cay polifenolleri, teanin ve kafein sirasiyla % 96 ,% 99 ve %99

safliklarinda elde edilmistir Polifenoller, teanin ve kafeinin geri kazanimlar ise sirasiyla

% 72, % 66 ve % 62 olarak belirlenmistir [18].

Diger calismada ise yesil ¢ay ekstraktindaki polifenoller, teanin ve kafeinin ayrilmasi
icin sirastyla poliamid, makro-gozenekli (macroporous) DM 130 ve 732 katyon iyon
degisim adsorbanlart kullanilmistir. Poliamidde ilk basta suyla gelen fazla kafein ve
teanin fraksiyonu ayrilmig, daha sonra % 80 etanolle polifenoller elde edilmistir.
Buradan ayrilan kafein-teanin fraksiyonu DM 130 makro gbzenekli adsorbana verilerek
kafein saf olarak elde edilmis, ilk fazda gelen teanin fraksiyonu ise 732 katyon iyon

degisim adsorbaninda saflastirilmistir. Sonug olarak teanin % 98 saflikta elde edilmistir
[19].

Diger bir metotta ise teanin ¢aydan ekstrakte edildikten sonra polimerik bir dolgu
maddesi (poliamid, polivinilpolipirolidin, polivinilpirolidin, poliklar) ile doldurulmus
kolondan geg¢irilmis ardindan ultrafiltrasyon veya nanofiltrasyon islemi uygulanmistir

[8]

Diinya genelinde yilda ortalama 3.5 milyon ton cay tiiketilmekte olup bunun yaklasik
olarak %30’u diisiik kalite ve c¢ay isleme sirasinda ortaya c¢ikan atiklardan
olusmaktadir.Ayn1 zamanda {iretimde kullanilan caylar ile diisiik kaliteli ve atik ¢aylarin
igerdigibiyoaktif bilesen miktarlar1 birbirine benzerdir [19]. Endiistride kullanilmayan
bu iirlinlerden hem ekonomik kaybi azaltmak hem de yeni iiriinler liretmek amaciyla

yararlanilmas1 miimki{indyir.

1.1.3 Ekstraksiyon ve Ultrases Teknolojisi

Ekstraksiyon, sabit sicaklik ve basingta bir maddenin iki fazdaki denge derisimlerinin
farkliolmasindan yararlanarak yapilan ayirma islemidir [20]. Giiniimiizde klasik
ekstraksiyonlara alternatif metotlar gelistirilmistir. Alternatif ekstraksiyon metotlari;

mikrodalga destekli, ultrases destekli, siiperkritik sivi, basingli sivi, vurgulu elektrik
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alan destekli, enzim destekli, degistirilebilir ¢oziiciilii ve iyonik sivi1 ekstraksiyonlaridir.
Bu metotlar klasik ekstraksiyona gore daha etkin olmasinin yanisira daha az ¢oziicii ve

daha az zaman gerektirir [21].

Caydaki polifenollerin ve diger biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonuna dair bir¢ok
calisma yapilmustir. Siiperkritik CO2 ekstraksiyonunun etkili bir metot olmasina karsin
yiiksek kurulum ve {iretim maliyeti nedeniyle uygulamalar1 sinirhidir. Endiistriyel ¢ay
ekstraksiyonlar1 genellikle karistirma, sirkiilasyon, ultrasonik, mikrodalga veya enzim
uygulamalariyla gergeklestirilir [19]. Bu g¢alismada da ekstraksiyonlarda kullanilan
alternatif metotlardan biri olan ultrases tekniginden yararlanilmistir. Ultrases, ses
dalgalarinin saniyede 20.000 veya daha fazla titresimleri sonucu olusur ve gida
teknolojisinde 20 kHz ile 10 MHz frekans aralig1 kullanilir [22]. Ultrases dalgalar1 insan

kulag tarafindan algilanamaz ve kati, sivi, gaz ortamda ilerleyebilir [23].

Ultrases cihaz1 Sekil 1.3’de goriildiigii gibi alternatif akimi yiiksek frekansh alternatif
akima doniistiiren bir jeneratér, olusan bu yiiksek frekansli akimi mekanik enerjiye
dontistiiren bir doniistiiriicli ve mekanik titresimleri ortama ileten iletici ug¢ (prob) olmak
tizere 3 kisimdan olusur [23]. Prob direkt olarak c¢ozeltiye daldirilarak olusan

kavitasyonun etkisiyle ekstraksiyon gerceklestirilir.

hal

P
[ ”0¢“‘0’.

déniistiriici :0:{0:&::’:
Itetetete? Jjenerator
sabit iletici ug =~ ——

degistirilebilir

iletici ug

Sekil 1.3 Ultrases cihazinin sematik gosterimi [23]

Ultrases yontemi ile hiicre duvar1 mekanik olarak parcalandigindan hiicre i¢i bilesen
solvente kolayca gegebilir [22]. Ayrica bu yontem ile konvansiyonel yontemlere gore
daha diisiik sicakliklarda daha verimli ekstraksiyon yapilabildiginden bu caligmada

klasik ekstraksiyona ilaveten ultrases ekstraksiyonu da kullanilmistir.



1.14 Yamt Yiizey Yontemi

Yanit yiizey yontemi, Denemelerin Optimum Kosullara Ulagmasi ismi ile 1951 yilinda
Box ve Wilson tarafindan gelistirilmis ve tanimlanmistir [24]. Yontem, sistem
optimizasyonunda kullanilan bir grup istatistiksel ve matematiksel teknikten olusmakta
olup bu teknik sayesinde bagimsiz degiskenlerin proses iizerine olan etkileri tek tek ve
interaksiyonlar halinde incelenebilmektedir [25]. Bu amagla sistemi tanimlayacak lineer
veya polinomiyel fonksiyonlar gelistirilerek deneysel kosullar fonksiyonlar {izerinden
ifade edilebilmektedir [26]. Bdylece zaman, emek ve finans gereksinimi en aza
indirilerek ¢alisilan probleme iligkin matematiksel formiille degiskenlerin optimum

degerlerini elde etmek miimkiindiir [25].

1.1.5 Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi kati-sivi kokenli bir adsorpsiyon teknolojisi olup silindirik cam
bir borunun i¢ine doldurulmus bir dolgu maddesi (sabit faz) ve hareketli (sivi) faz

sistemlerinden olusur [27].

Sistem, saflagtirllmak istenen karisimin hareketli faz yardimiyla kolondaki dolgu
maddesinde yiiriitiilerek  bilesiklerin  farkli zamanda kolondan ayrilmasina
dayanmaktadir. Kolonda kullanilan dolgu maddesi; reg¢ine veya adsorban olarak

adlandirlir.

Kolonun c¢apr ayrilacak olan maddenin miktarina, kolon uzunlugu ayrilacak olan
maddelerin yiiriime uzakliklarina gore segilir [27]. Saflastirilmak istenen maddenin
karakterine ve tutunma ozelliklerine gore uygun bir regine belirlenir. Ilgili maddenin bu
recinede kolayca yiirlimesini saglayacak veya diger safsizliklarin uzaklastirilip ilgili
maddenin reginede tutunmasini saglayacak sekilde hareketli (mobil) faz secilir.
Saflagtirilmak istenen karisim c¢ozelti halinde sisteme enjekte edildikten sonra es
zamanli olarak ilgili dalga boylarinda kromatografi takip edilebilir. Kolondan ayrilan
maddeler deney tiiplerinde toplanarak icerik analizleriyle ulasilan saflik derecesi

belirlenir.

Recine adsorbsiyon teknolojisi, daha az ¢oziicii kullanilmasi, operasyon maliyetinin
diisiik olmasi, kolayca tekrar edilebilir olmas1 ve spesifik adsorplama Ozellikleriyle

ayirma igslemlerinde diger yontemlere gore daha avantajlidir [18].



1.2 Tezin Amaci

Bu c¢alismada yesil caydan en etkin teanin ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi ve bu
kosullarda elde edilen ekstraktin kolon kromatografisi yoluyla saflastiriimasi

amaclanmistir. Bu hedefi gergeklestirmek i¢in calisma 4 asamali olarak planlanmustir:

1- Caydan teanini ekstrakte etmek i¢in uygun parametrelerin belirlenmesi ve Yanit
Yiizey Yontemi kullanilarak Merkezi Karma Tasarim’in olusturulmasi,

2- Olusturulan Merkezi Karma Tasarim’a gore ekstraksiyonlarin yapilip optimum
kosulun belirlenmesi

3- Elde edilen ekstraktin safligin1 arttirmak i¢in 6n islemler yapilmasi

4- Kolon kromatografisi ile maksimum safliga ulasilmasi

amaclanmustir.

1.3 Hipotez

Tirkiye’de yaygin olarak iiretilen ¢aydan hem teaninin farmakolojik etkilerinden
faydalanma hem de ekonomiye katki saglama amaciyla yararlanmak miimkiindiir. Yurt
disinda teaninin fonksiyonel gida olarak iiretimi mevcutken iilkemizde hali hazirda
teanin {liretimi yapan bir firma mevcut degildir. Bu calisma ile teanin ekstraksiyon
optimizasyonu ve saflastirilmasi yapilarak Tiirkiye’deki ¢ay potansiyelinden bu alanda

da yararlanilabilecegi gosterilmistir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Cay Numunesi

Calismada Rize Cumhuriyet Cay Fabrikasi’nda iiretilen Caykur’ a ait 2015 yili
Kardelen-2 kurutulmus yesil ¢ay kullanilmis olup analize kadar +4°C’de depolanmustir.

Analiz 6ncesi eleme yapilarak 1-1.6 mm boyutundaki ¢aylar ¢alismada kullanilmigtir.

2.1.2 Alet EKipman Tanimlari

Yiiksek Basingli Sivi Kromotografi - (HPLC-UV)-Shimadzu (Prominence Serisi)
Phenomenex, Aqua C18 1254, 250 mm X 4,6mm, 5 pm

Eclipse Plus Phenyl-Hexyl HPLC kolon, 250 mm X 4,6 mm, 5 um
Eclipse Plus Phenyl-Hexyl Guard kolon, 4,6 mm X 12,5 mm, 5 um
NGC-Kolon Kromatografisi (BIO-RAD)

Saf su cihazi (Milipore Elix 5 UV, Fransa)

Calkalamali su banyosu (Niive Sanayi, Ankara)

Ultrasound cihaz1 (Hielscher Ultrasonics GmbH, Almanya)
Balonjojeler (10 ml)

Erlenler (500ml)

Beher (250ml)
11



Meziir

Su 1s1ticisi

Otomatik pipetler
Terazi

Vorteks

PTFE filtreler 0.45um

Steril siringa (Sml)

2.1.3 Kimyasal Maddeler

L-Teanin; Fluorochem Ltd (Unit 14, Graphite Way, Hadfield, SK131QH, UK)
Caffeine; Sigma- Aldrich (Cin)

Polyamid CC 6; Machereyh- Nagel GmbH & Co. KG (Diiren- Almanya)
Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate (EDTA); Fluka

Analytical (for HPLC, >99.9%, Almanya)

2.1.4 Cozeltiler

Deiyonize su (Milipore Elix 5 UV)

Acetonitrile Chromasolv®; Sigma- Aldrich (for HPLC, >99.9%, Israil)
Acetic Acid Glacial; Carlo Erba Group

Methanol Chromasolv®; Sigma- Aldrich (for HPLC, >99.9%, Israil)
2.2 YONTEM

2.2.1 Yamt Yiizey Yontemi ve Istatistiksel Analiz

Teanin ekstraksiyon kosullarimin optimizasyonunda Yanit Yiizey Metodu (Response
Surface Methodology, RSM) kullanilmistir. Deneysel tasarimda ise Merkezi Karma
Tasarim (Central Composit Design, CCD)’dan yararlanilmistir. Klasik ekstraksiyonda
bagimsiz degiskenler sicaklik (X1), stire (X2) ve su: cay oram (X3) olarak

belirlenmistir. Ultrases ekstraksiyonunda ise bagimli degiskenler sicaklik (X1) ve siire
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(X2) olarak belirlenmis olup cay:su orani olarak da klasik ekstraksiyonda en iyi sonucu
veren deger kullanilmistir. Bagimli degisken ise her iki ekstraksiyon tiirii i¢in de teanin
konsantrasyonudur. Bagimsiz degiskenlerin kodlanmis ve kodlanmamis degerleri
klasik ekstraksiyon i¢in Cizelge 2.1°de, ultrases ekstraksiyonu igin Cizelge 2.2°de

verilmistir.

Cizelge 2.1 Klasik ekstraksiyon i¢in bagimsiz degiskenlerin degerleri

Faktor Seviyeleri
En
- .. En Diisiik | Disik | Merkez |Yiiksek| «,..
Bagimsiz Degiskenler ) i Yiiksek
(-1.61) (-1) 0) (+1) (+1.61)
Sicaklik-°C (Faktor 1, X1) 63 70 80 90 96
Stire-dk (Faktor 2, X2) 4 15 30 45 55
Su:cay orani-ml:g (Faktor 3, X3) 11 15 20 25 28
Cizelge 2.2 Ultrases ekstraksiyon i¢in bagimsiz degiskenlerin degerleri
Faktor Seviyeleri
- - . En
Bagimsiz Degiskenler P ]l)léil;k - Dusil;k - Mtz(rjl;ez Yal_cls)e K\ Yiiksek
' (+1.61)
Sicaklik-°C (Faktor 1, X1) 55 60 70 80 84
Siire-dk (Faktor 2, X2) 8 15 30 45 51
3 3 2 3
Z=py+ z Bix; + Z Bii xf + z Bij xix; + & (2.1)
i=1 i=1 i=1j=1

Modeller Denklem 2.1°de verilen kuadratik (polinomiyel) denkleme gore belirtilmistir.
Burada Z bagiml d, X bagimsiz degisken, n bagimsiz degisken sayisi, o sabit katsayi,
Bibirinci dereceden (dogrusal) denklem katsayisi, Bii ikinci dereceden denklem katsayisi,

Bij iki faktorli capraz etkilesim katsayisi, €o deneysel hatadir.

Design Expert 9.0.6 bilgisayar programi, deneysel verilerin regresyon analizi ile

Denklem 2.1’in katsayilarinin hesaplanmasi ve ANOVA analizi i¢in kullanilmustir.

Klasik ve ultrases ekstraksiyon sonuglarina ANOVA istatistiksel analizi ayr1 ayri
uygulanmistir. Yapilan denemelerde en uygun yanit yiizey modelinin her iki

ekstraksiyon tipi i¢in de kuadratik model oldugu goriilmistiir. Design Expert 9.0.6
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programinda yapilan ANOVA analizinde kareler toplami, serbestlik derecesi, karelerin
ortalamasi, F degeri, olasilik degeri, onem derecesi, R? degerleri ve denklem katsayilari

tespit edilmistir.

2.2.2 Klasik Ekstraksiyon

Ekstraksiyonda teanin i¢in en uygun ¢Oziici olan su kullamilmistir. Klasik
ekstraksiyonda 500 ml hacmindeki silifli erlenlerle ¢alisilmistir. Erlene ¢ay tartilip
lizerine istenilen sicakliga getirilmis 200 ml deiyonize su eklenmis ve belirlenen siire
boyunca ¢alkalamali su banyosunda 100 rpm’de ¢alkalanmistir. Burada kullanilan cay
miktari, su sicakligi ve siireler Cizelge 3.1°de verilmistir. Siiresi gelen erlendeki cay bir
bez yardimiyla siiziilmiis ardindan 0.45 um’lik PTFE filtreden gegirilmistir. Ekstrakt

1:1 oraninda deiyonize su ile seyreltilerek viallenmistir.

2.2.3 Ultrases Ekstraksiyonu

Ultrases ekstraksiyonunda 250 ml’lik behere 8 g cay tartilip iizerine ilgili sicakliga
getirilen 200 ml deiyonize su eklenmistir. Ultrases cihazinda yapilan 6n denemelerde en
Iyi verim % 75 amplitude degerinde alindigi i¢in caligmalar bu genlik degerinde
yapilmistir. Cihazin probu beherin igine daldirilarak % 75 amplitude degerinde Cizelge
3.2°deki siirelerde bekletilmistir. Bu sirada olusan ses dalgalari ¢ayin sicakligini
arttirdigindan beherin etrafina buz kompresleri uygulayarak i¢ sicaklik sabit tutulmaya
calistlmistir. Ardindan beherdeki ¢ay bir bez yardimiyla siiziiliip 0.45 pm’lik PTFE
filtreden gecirilmistir. Ekstrakt 1:1 oraninda deiyonize su ile seyreltilerek viallenmistir.
Ayrica ultrases ekstraksiyonunda ¢oziicii olarak etil alkol-su karisimi kullamilarak da

deneme yapilmustir.

2.2.4 Teanin Analiz Yontemi

2.2.4.1 Analitik Tanimlama

Teaninin HPLC ’de tanimlanmasi i¢in Oncelikle literatiirdeki diger calismalara gore
oldukga pratik ve hizli bir teknik olan, karmasik kimyasallar icermeyen ve diger
metotlardan farkli olarak analiz 6ncesi tiirevlendirmeye ihtiyag duyulmayan bir metot
denenmistir [28]. Bu metotta ilgili pik zamanlarinin kaymasiyla hangi pikin teanine ait

oldugundan kesin olarak emin olunamamasi ve kolonun uzun siireli ¢alismalar i¢in
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uygun olmadiginin diisiiniilmesi sonucu yeni bir metot arayisina girilmistir. Bunun
tizerine heniiz taslak halindeyayinlanmig ve yorumlara agik olan, ayn1 zamanda denenen
onceki metoda oldukga benzerlik gosteren ISO standart metodu kullanilmistir [10]. Bu
metotta kullanilan dalga boyunun 210 nm olmasina karsin HPLC-DAD teknigi ile
yapilan 6n denemelerde maksimum absorbansinSekil 2.1°de goriildiigii gibi 196 nm’de

oldugu goriilmiistiir.

mA
o
—
12954100
1500 -
1000 -
500
0
| ‘ | | ‘ | ‘ | |
2000 2250 nm

Sekil 2.1 HPLC-DAD ile okunan absorbans-konsantrasyon egrisi

Bunun iizerine hangi dalga boyunda daha dogru sonug¢ alindiginmi tespit etmek igin
konsantrasyonu bilinen teanin standardi ile hem 196 nm’de hem de 210 nm’de analiz
gergeklestirilmis ve 196 nm’deki sonucun, standardin konsantrasyonuna daha yakin
oldugu tespit edilmistir. Bunun iizerine diger kosullar sabit tutularak 196 nm’de ISO

metoduna gore tiim analizler gerceklestirilmistir. Analitik kosullar asagida belirtilmistir.

HPLC Mobil Fazlan

Mobil Faz A; Saf su

Mobil Faz B; Asetonitril

Mobil faz akis diyagramu;

Eliisyon: ilk 0-10. dakika’da 1 ml/dk akis hiziyla %100 A,

Kolon yikama: 10-12. dakika aras1t 1 ml/dk hizla %20 A ve %80 B'ye ulasacak, 12-20.
dakikada 1 ml/dk hizla %80 B,

Sartlama: 20-22. dakikada 1ml/dk hizla %100 A ve %0 B’ye ulasacak, 22-40. 1 ml/dk
hizla %100 A.
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Mobil faz akis diyagrami Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3 Teanin mobil faz akis diyagrami

Siire(dk) Akis Hizi(ml/dKk) % A % B

0,01 100 0
1.0

10,00 100 0

10,01 100 0
1.0

12,00 20 80

12,01 20 80
1.0

20,00 20 80

20,01 20 80
1.0

22,00 100 0

22,01 100 0
1.0

40,00 100 0

Sistem: Shimadzu (Prominence Serisi)

Yazilim : LC Solution

Kolon: Phenomenex, Aqua C18, 250 mm X 4,6 mm, 5 um
Akis Hizi: 1 ml/dk.

Dedektor: UV Dedektor

Dalga Boyu: 196 nm

Sicaklik: 20 °C

Enjekte edilen hacim: 20 ul

Toplam Analiz Siiresi : 40 dakika

Sekil 2.2°de 200 ppm’lik standardin kromatogrami goriilmektedir. Buna gore teanin piki
yaklasik olarak 6.7-6.8. dakikalarda gelmektedir.
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Sekil 2.2 Teanin standart ¢ozeltisinin kromatogramda olusturdugu pik

2.2.4.2 Linearite Calismasi

Teanin i¢in hazirlanan stok standart ¢ozeltiler Cizelge 2.4’e¢ gore standart karisim

¢ozeltisi haline getirilmistir.

Cizelge 2.4 Standart stok ¢ozelti konsantrasyonlari

Standart No 1 2 3 4 5 6 7 8
Konsantrasyon |55, 50 | 1200 | 200 | 300 | 400 | 500 | 1000
(ppm)

0,05 g teanin standardinin balonjojede 50 ml’ye tamamlanmasiyla 1000 ppm’lik stok

¢ozelti hazirlanmis olup diger konsantrasyonlar stok ¢ozeltiden seyreltilerek elde

edilmistir. 8 adet standart karisim ¢ozeltisi cihaza 3’er defa otomatik enjektorle 10 pl

enjekte edilmistir. Enjeksiyon sonucu elde edilen kromotogramlardan teanin bilesiginin

kalibrasyon grafigi olusturulmustur (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Kalibrasyon grafigi

2.2.5 Kafein ve Katesin Analiz Yontemi

2.2.5.1 Analitik Tanimlama

Kafein ve Kkatesinlerin tamimlanmasinda ISO 14502-2 metodu kullanilmistir [29].
Kafeinler ve 8 farkli katesin (GA-GC-EGC-C-EC-EGCG-GCG-ECG) HPLC-UV
teknigi ile tespit edilmistir. Analitik kosullar asagida belirtilmistir.

HPLC mobil fazlar::

Mobil faz A: % 9 acetonitril (v/v), % 2 asetik asit (v/v), 20 pg/ml EDTA,

180 ml asetonitril, 40 ml asetik asit 2 litrelik balona eklenir, balon ayriya kadar suyla
doldurulur ve 4 ml EDTA ¢o6zeltisi eklenir. Suyla 2 litreye tamamlanir, karistirilir ve

0,45 pm filtreyle siiziliir.
Mobil faz B: % 80 asetonitril (v/v), % 2 asetik asit (v/v),20 ug/ml EDTA,

800 ml asetonitril, 20 ml asetik asit 1 litrelik balona eklenir, tizerine 100 ml su ve 2 ml
EDTA c¢ozeltisi eklenir. Suyla 1 litreye tamamlanir, karistirilir ve 0,45 pm filtreyle

stuzulir.
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Mobil faz akis diyagrami: Ilk 0-10. dakika’da % 100 A, 10.-15 dakika aras1 % 68 A ve
% 32 B'ye ulasacak, 15-25. dakikada % 68 A ve % 32 B, 25-35. dakikada % 100 A
(post time)

Sistem: Shimadzu (Prominence Serisi)

Yazilim: LC Solution

Kolon: Eclipse Plus Phenyl-Hexyl HPLC kolon, 250 mm X 4,6 mm, 5 pm
Eclipse Plus Phenyl-Hexyl Guard kolon, 4,6 mm X 12,5 mm, 5 um

Akis Hizi: 1 ml/dk.

Dedektor: UV Dedektor

Dalga Boyu: 278 nm

Sicaklik : 35 °C + 0,5 °C

Enjekte edilen hacim : 10 pl

Toplam Analiz Siiresi : 25 Dakika ve 10 dakika post time = 35 dakika

mv
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Sekil 2.4 Katesin ve kafein pikleri

Sekil 2.4’te standart referans maddeverildiginde kromatogramdaki kafein ve katesin

pikleri goriilmektedir. Buna gore kafein piki yaklasik olarak 12. dakikada gelmektedir.

2.2.5.2 Linearite Calismasi

Yesil caylardaki farkli katesin bilesikleri ve kafein miktarlarina gore linearite aralig 2,5
ile 400 ppm arasindadir. Linearite egrisi 6 farkli noktadanolusturulmustur. Sekil 2.5’te

kafein linearitesi 6rnek olarak verilmistir.
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Sekil 2.5 Kafein linearitesi

2.2.6 Kromatografi Oncesi On Saflastirma

Suyla ekstraksiyon sonucu elde edilen ¢ay ekstraktinin katesin ve kafein igeriginin
azaltilip teanin yiizdesinin arttirilmasi i¢in ¢ay ekstrakti bu kez de etil asetatla ekstrakte
edilmistir. 1:1 hacminde cay ekstrakti ve etil asetat musluklu ayirma hunisine alinarak 5
dakika boyunca calkalanip 5 dakika beklemeye birakilmistir. Bekleme sirasinda etil
asetat ve su fazi ayrilmis olup verimi arttirmak icin alinan su fazina 2 kez daha ayni
islem uygulanmistir. Elde edilen su fazi, i¢inde kalmis olabilecek etil asetat kalintisini
uzaklagtirmak i¢in 50°C’de 100 mbar’a kadar diisiiriilen vakum altinda doner
buharlastiricida buharlastirilmistir. Bu islemler sonunda elde edilen ekstrakt teanince

zengin sulu ekstrakt olarak tanimlanmustir.

2.2.7 Kolon Kromatografisi

Calismada biyomolekiillerin saflastirilmasi igin gelistirilmis otomatik sivi kromatografi
cihazi kullanilmistir. Cihazin genel goriinimii Sekil 2.6°da verilmistir. Cihaz ana
sistemin yaninda kromatogramin goriiliip kontroliin saglanabilecegi bir monitor,
sistemin baglandig1 ve dolgu maddesi ile doldurumus bir kolonve kolondan ayrilan

fraksiyonlarin toplandig1 bir fraksiyon toplayicidan (Sekil 2.7) olugmaktadir.
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Sekil 2.7 Fraksiyon toplayict

Kolon kromatografisinde uygun bir adsorban (dolgu maddesi) kullanilarak teanince
zengin ekstrakttaki polifenoller, pektin, proteinler ve diger safsizliklarin uzaklastiriimasi

amaglanir [8].

Bu calismada kolon dolgu maddesi olarak poliamid kullanilmigtir. Poliamid’in
hidrofobik karakterde olmasi suda ¢dziinen bilesiklerin kolonda tutulmayip hemen

ayrilmasini saglamaktadir [8].

Mobil faz olarak su kullanilmasi ise teaninin en iyi ¢oziiclisii olmasindan [7] ve
hidrofobik  karakterli kolondan hizlica ayrilmasindan dolayidir.  Ardindan
¢Oziiclinlingiicii etil alkol ile arttirilarak kolona daha siki tutunan diger bilesiklerin

ayrilmasi saglanabilmektedir [8].

Kolon kromatografisi calismalari adsorbani hazirlamak icin yapilan 6n islemler ve

kolondaki saflagtirma caligsmalari olarak iki baslikta incelenmistir.
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2.2.7.1 Adsorban On islemleri

Adsorbana i¢inde bulunabilecek kirlilikten arindirmak ve adsorplama kapasitesini
arttirmak amaciyla 6n islem uygulanir. Burada kullanilacak miktarda adsorban bir
beherin i¢ine alinarak iizerini bir parmak gececek kadar metanol eklenip 15 dk
kanistirilir. 10 dk beklenip {iist kisstmdaki metanol dikkatlice dokiiliir. Ardindan ayni1
islem bu kez de saf su ile iki kez daha yapilarak metanoliin iyice uzaklagsmas1 saglanir.
Son islemde suyu siizmeye gerek yoktur. Sulu adsorban bir siizge¢ kagidi yerlestirilmis
huni yardimiyla siiziiliir. Stizge¢ kagidinda kalan adsorban kagidin {izerine yayilarak

kurumas: i¢in oda sicakliginda bir giin bekletilir.

2.2.7.2 Saflastirma

Poliamid ile doldurulan kolona bu islemde teanince zengin sulu ekstrakt enjekte

edilmistir. Cizelge 2.5’ te metodun detaylar1 verilmistir.

Cizelge 2.5 Kolon kromatografi metodu

Kolon Boy: 20 cm - Cap: 1.5 cm
Akis Hizi 0.5 mL/dk
Dengeleme: 0.1 kolon hacmi

Ornek Yiikleme: 0.1 kolon hacmi

Metot _
Dengeleme: 0.1 kolon hacmi
Eliisyon: 2 kolon hacmi
Dalga Boyu 196 nm
Sicaklik uygulanmayip oda sicakliginda
Sicaklik calisilmistir
Mobil faz Deiyonize su

Enjeksiyon miktar1 |1 mL

Toplama hacmi 10 mL

Toplam Analiz Teanin eldesi: 60 dk
Siresi Kolon temizligi: 400dk

Metotta Oncelikle kolondan bir siire su gecirilerek kolonun tamamen temizlenmesi
saglannigtir. Ornek kolona génderildikten sonra ¢ok kisa bir siire daha su verilip

ardindan asil yikama kismina gecilmistir. Bu kisimda kolondan ayrilan tiim sivilar 10
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ml’lik tiiplerde toplanmistir. ilk 6nce teaninin elde edilecegi 2 CV’ lik eliisyon fazi
uygulanmis daha sonra kolonun temizlenmesi i¢in 8 CV % 80’lik etanol gegirilmistir.
Son olarak kolon tekrar suyla dengeye getirilip bir sonraki ¢alisma i¢in hazir durumda

birakilmistir.
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BOLUM 3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Yamt Yiizey Yontemiyle Optimizasyon ve Istatistiksel Analiz

Yanit yiizey yonteminde merkezi karma tasarima gore bagimsiz degiskenler ve deger
araliklar1 girilerek calisilacak deney kosullar1 tablosu elde edilmistir. Bu kosullarda
deney yapilarak elde edilen bagimli degisken degerlerikuru agirlikta g/100g cinsinden
tabloya girilmistir. Klasik ve ultrases ekstraksiyonu i¢in iki farkli tasarim yapilmistir.
Deney kosullart ve elde edilen bagimsiz degisken degerleri Cizelge 3.1 ve Cizelge
3.2°de verilmistir. Bu sonuglara gore klasik ekstraksiyonda ekstrakttaki teanin miktari
0.330-0,399 g/100g araliginda, ultrases ekstraksiyonunda ise 0,400-0,582 g¢/100g

araliginda bulunmustur.
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Cizelge 3.1 Klasik ekstraksiyon i¢in merkezi karma tasarim deney sonuglari

Deney Faktor 1 ) Fa'1.<t6r 2 Féllg?;r? Cevap: Teanin
A:Sicaklik (°C) | B:Siire (dk) (su/cay %) (g/100g km)
1 70 45 25 0,350
2 80 30 20 0,375
3 70 15 15 0,334
4 90 15 25 0,368
5 80 30 20 0,378
6 90 45 15 0,375
7 70 15 25 0,330
8 90 45 25 0,394
9 70 45 15 0,359
10 90 15 15 0,368
11 80 30 20 0,375
12 80 30 20 0,380
13 80 55 20 0,377
14 96 30 20 0,399
15 80 4 20 0,331
16 80 30 28 0,377
17 80 30 20 0,381
18 80 30 20 0,376
19 63 30 20 0,339
20 80 30 11 0,343
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Cizelge 3.2 Ultrases ekstraksiyonu i¢in merkezi karma tasarim deney sonuglari

Deney Faktor 10 FSFStgez Cevap: Teanin
A:Sicaklik (°C) (dk) (9/100g km)
1 70 30 0,507
2 60 15 0,415
3 80 45 0,557
4 70 30 0,507
5 70 30 0,507
6 60 45 0,495
7 80 15 0,525
8 84 30 0,582
9 70 30 0,577
10 70 30 0,507
11 70 30 0,507
12 70 8 0,444
13 70 51 0,524
14 55 30 0,400

Ayrica ultrases ekstraksiyonunda ¢oziicii olarak su yerine etanol-su karisiminin
ekstraksiyon verimine etkisi de arastirllmistir. Bu amagla %40 etanol-su karigimi
kullanilarak 60°C’de 30 dakikalik bir ekstraksiyon denemesi yapilmistir. Elde edilen
ekstraktin teanin igerigi 0.218 g/100g olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore teaninin
sudaki ekstraksiyon veriminin etil alkole gore daha fazla olmasi nedeniyle etil alkol

ekstraksiyonuyla ilgili bir tasarim yapilmamustir.

Yanit ylizey kuadratik modeline gore yapilan analizlerde ANOVA (Varyans Analizi)

sonuclar1 Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’te verilmistir.
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Cizelge 3.3 Klasik ekstraksiyon ANOVA sonuglari

Kareler Serbestlik Ortalamanin
Kavnak Toplami Derecesi Karesi F Olasilik
y (Sum of (Mean degeri | (p)>F
(DF)
Squares) Square)
Model 0.00768 2 0.00085 | 17.29 | 0.0002
A-Sicaklik 0.00397 9 0.00397 | 80.47 | 0.0001
B-Siire 0.00176 1 0.00176 | 35.80 | 0.0003
C-Oran 0.00029 1 0.00029 5.92 0.0410
Arta Kalan
(Residual) 0.00039 8 0.00005
Uyum Eksikligi
(Lack of Fit) 0.00036 5 0.00007 7.43 0.0647
Hata (Pure Error) | 0.00003 3 0.00001
Diizeltilmis
Toplam 0.00813 19
R?=0.9511 R%j=0.8961

Elde edilen sonuglarin anlamli olabilmesi i¢in modelde p degerlerinin 0.05’in altinda
olmas1 gerekir. Elde edilen 0.0002 degeri modelin anlamli oldugunu gostermektedir.
Bagimsiz degiskenler olan sicaklik, siire ve orana ait p degerlerinin her iigiiniin de
0.05’in altinda olmasi her ii¢ parametrenin de istatistiksel olarak ekstraksiyon verimini
etkiledigini gostermektedir. Parametrelerin iginde en yiiksek p degerine sahip olan oran
ekstraksiyon veriminde en az etkiye sahiptir. Uyum eksikligi regresyonda icerilmeyen
noktalarda deneysel kiimedeki verileri gostermek i¢in modelin basarisint 6lger [30].
0.0647 olan uyum eksikligi anlamli degildir.Modelin basarili olmasi1 i¢in uyum
eksikliginin anlamli olmamasi yani 0.05’in iizerinde olmasi gerekir.Fakat %10’un

altinda olan olasilik degeri (% 6.4) diigiiktiir.

R? degerinin miimkiin oldugunca 1’e ve R%qj degerine yakin olmasi istenir. Modelde
0.9511 olan R? degeri toplam degisimin %95’inin bagimsiz degiskenlere
atfedilebilecegini, toplam degisimin yalnizca % 4.8’inin modelle ifade edilemeyecegini

gosterir [30].
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Cizelge 3.4 Ultrases ekstraksiyon ANOVA sonuglari

Kareler Serbestlik Ortalamanin
Kavnak Toplami1 Derecesi Karesi F Olasilik
y (Sum of (Mean degeri | (P)>F
(DF)
Squares) Square)
Model 0.0320 5 0.0064 8.77 0.0063
A-Sicaklik 0.0230 1 0.0230 31.27 | 0.0008
B-Siire 0.0063 1 0.0063 8.60 0.0220
Arta Kalan
(Residual) 0.0051 7 0.0007
Uyum Eksikligi
(Lack of Fit) 0.0089 3 0.0006 0.77 0.5668
Hata (Pure Error) 0.0032 4 0.0008
Diizeltilmis
Toplam 0.0380 13
R?=0.8623 RZa4j=0.7640

Cizelge 3.4’teki sonuglara gore ultrases ekstraksiyonunda 0.0063 olan p degeri
anlamhidir. Her iki bagimsiz degiskenin de istatistiksel olarak Onemli oldugu

goriilmektedir. Uyum eksikligi anlamli degildir ve % 56 olan olasilik degeri iyidir.

Klasik ekstraksiyon analizi sonucu elde edilen kodlanmig degerler cinsinden denklem

katsayilarinin Denklem 2.1°e yerlestirilmesiyle Denklem 3.1 elde edilmistir.

Teanin=0.38+0.017A+0.011B+0.00462C-0.0015AB+0.004AC+0.00175BC-
0.003067A2-0.008371B2-0.006249C? (3.1)

Ultrases ekstraksiyonu analizi sonucu elde edilen kodlanmis degerler cinsinden denklem

katsayilarinin Denklem 2.1°e yerlestirilmesiyle Denklem 3.2 elde edilmistir.

Teanin=0.52+0.054A+0.028B-0.012AB-0.011A2-0.015B2 (3.2)

Design Expert programinda teanin konsantrasyonunun sicaklik-siire ve oranla
degisiminin interaksiyonlu 3 boyutlu grafikleri klasik ekstraksiyon i¢in Sekil 3.1, Sekil
3.2 ve Sekil 3.3’te verilmistir.
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Sekil 3.1 Klasik ekstraksiyonda teanin miktarinin sicaklik ve siireyle degisimi

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual
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Sekil 3.2 Klasik ekstraksiyonda teanin miktarinin sicaklik ve oranla degisimi
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Design-Expert® Software
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Sekil 3.3 Klasik ekstraksiyonda teanin miktarinin siire ve oranla degisimi

Grafiklerde de goriildiigii gibi klasik ekstraksiyonda teanin miktar1 sicaklik, siire ve
oranla birlikte artma egilimindedir. Klasik ekstraksiyonda teanin verimi i¢in optimum
nokta; 90°C, 40 dk, 23:1 mL/g su:cay orami olarak goriilmektedir. Bu noktada elde
edilen maksimum teanin konsantrasyonu % 0.398’dir. Optimize edilmis kosullar Sekil

3.4’te verilmistir.
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Desirability = 0.988

Sekil 3.4 Klasik ekstraksiyonda optimizasyon

25:1 mL/g su:gay orani ile ¢aligilan ultrases ekstraksiyonunda teanin konsantrasyonunun

sicaklik ve siireyle degisim grafigi 3 boyutlu olarak Sekil 3.5’te verilmistir.
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Sekil 3.5 Ultrases ekstraksiyonda teanin miktarinin sicaklik ve siireyle degisimi

Ultrases ekstraksiyonunda da teanin miktar1 sicaklik ve siireyle dogru orantili olarak
artmaktadir. Optimum nokta 80°C ve 38 dk olarak belirlenmistir. Bu noktada edilen en

yiiksek teanin konsantrasyonu % 0.565’e ulagmustir. Optimize edilmis kosullar Sekil

3.6’da verilmistir.
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Sekil 3.6 Ultrases ekstraksiyonunda optimizasyon

Elde edilen ekstraksiyon kosullarinin literatiirdeki kosullarla karsilastiriimasi Cizelge

3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5 Optimum kosullarin karsilastirilmasi

Calisma® | Cay Cesidi Sicaklik(°C)  Siire(dk) Su:Cay (mL/g) Teanin (%)
Klasik Yesil-Tiirkiye 90 40 23:1 0.39
Ultrases Yesil-Tiirkiye 80 38 - 0.56

[1] Siyah-Tiirkiye 80 25 - 0.32-0.43
[11] Yesil-Vietnam 80 30 20:1 2.6

[9] Yesil-Cin 98 40 12:1 0.41

IKlasik ve ultrases olarak belirtilen kosullar bu ¢aligmada elde edilen kosullar olup diger kosullar ilgili
numaralara ait kaynaklarda belirtilen kosullardir.
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Cizelge 3.5 incelendiginde ultrases ekstraksiyonu ile klasik ekstraksiyona goére 10°C
daha diisiik sicaklikta daha yiiksek teanin verimine ulasildig1 goriilmektedir. Boylelikle
hem enerjiden tasarruf edilip hem de verim arttirilabilir. Daha onceki ¢aligmada [1]
siyah cayla yapilan ekstraksiyon optimizasyonunda 80°C’nin {izerine ¢ikildiginda teanin
veriminin azaldig gorilmiistiir fakat bu calismada artan sicaklikla birlikte verim
artmaktadir. Bu sonug ekstraksiyon kosullarindaki farkliliktan kaynaklanabilecegi gibi
siyah ve yesil ¢aya sicakligin etkilerinin farkli olmasindan da olusabilir. Yesil vietnam
cayinda [11] calisilan maksimum ekstraksiyon sicakligi 80°C’dir, daha yiiksek
sicakliklarin etkisi c¢alisilmadigindan sicaklik yiiksekdik¢e verimin artma ihtimali
mevcuttur. Yesil Cin ¢ayinda [9] ise bu ¢alismay1 dogrulayici olarak galisilan en ist
sicaklik derecesinde en yliksek teanin verimi elde edilmistir. Ekstraksiyon siireleri ise
siyah cayin disinda birbirine ¢ok yakindir.Su:¢ay oraninin ekstraksiyon verimine etkisi
ise her calismada farkli bulunmustur. Bu ¢alismada da su:¢ay oraninin etkisi istatistiksel
olarak onemli ¢ikmakla birlikte yine de dnem derecesi oldukga diisiiktiir. Caligsmalar
arasindaki farkliliklar da oranin verim iizerinde etkisi hakkinda kesin sonuca
varilamayacagini gostermektedir. Siyah Tiirk ¢ay1 [1] ile yapilan ¢alismada elde edilen
%0,32-0,43’liikteanin konsantrasyonuincelendiginde bu ¢alismada elde edilen sonuglara
olduk¢a yakin goriilmektedir. Aradaki kiiciik fark siyah c¢ayin teanin igeriginin daha
diisiik olmasindan kaynaklanabilir. Yesil Cin c¢aymin [9] optimum ekstraksiyon
kosullar1 gibi teanin igerigi de Tiirk ¢ayina oldukga yakindir. Fakat Yesil Vietnam [11]
cayimin ekstraksiyon kosullarinin uyumlu olmasina ragmen teanin igerigi oldukca
yuksektir. Bu sonu¢ ¢ay c¢esidinden Vveya farkli analiz yOntemlerinden

kaynaklanabilmektedir.

Literatiirde yesil ve siyah c¢ayin hangisinin teanin igeriginin fazla olduguna yonelik
farkli bilgiler bulunmasi iizerine iki ¢ayin bilesimini karsilastirmak i¢in ayn1 kosullarda
iki tiir ayda da ekstraksiyon yapilmis ve sonuglar karsilastirilmustir. iki paralel halinde
calisilmis olup ortalamasi alinan sonuglara gore yesil cayda 0,441 g/100g olan teanin
icerigi siyah cayda 0.411 g/100g olarak tespit edilmistir. Bu sonug siyah ¢ay ve yesil

cayin teanin iceriginin birbirine olduk¢a yakin oldugunu gostermektedrir.

3.2 Kolon Kromatografisi ile Saflagtirma

Poliamid ile doldurulmus kolona ilgili metotta teanince zengin sulu ekstraktin

verilmesiyle elde edilen kromatogram Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de gosterilmistir.
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Sekil 3.8 Teanin zamana gdre kromatogrami

Kromatogramlarda birbirine ¢ok yakin iki pik goriilmektedir. Bu ayrim 210 nm dalga
boyunda daha belirgindir. A/2 tiipiinde toplanan yaklasik olarak 22-32 ml ve 40-60
dakika arasina denk gelen kisimda ilk pik goriilmektedir. Bunun hemen ardindan A/3
tiiplinde toplanan 33-43 ml ve 60-80 dakika arasinda ikinci pik goriilmekte ve pik A/4
tipliniin  sonuna kadar devam etmektedir. Bunun iizerine A/1-A/2-A/3 ve Al4

tiiplerinden 6rnek alinarak HPLC’ye verilmis, hem teanin hem kafein-katesin analizleri

35



yapilmistir. Ayni analizler baglangicta kolona verilen teanince zengin sulu ekstrakt i¢in
de yapilmis ve tiim sonuglar Cizelge 3.6’da verilmistir. Burada bilesimi verilen teanince

zengin ekstrakt Boliim 2.2.6’da agiklanan islemler sonucu elde edilen ekstrakttir.

Cizelge 3.6 Ekstraktin saflastirma sonuglari

Bilesik! | Teanince Zengin Ekstrakt Saflastirma Sonugclar1 (ppm)
Konsantrasyon (ppm) A/l A2 A/l3 Al4
GA 7,321 0,000 1,389 4,196 0,000
GC 56,285 0,000 0,000 0,000 0,000
EGC 369,641 0,000 13,662 | 0,000 3,217
C 76,002 0,000 11,713 3,907 0,000
CAF 245,425 0,000 5,036 | 145,153 | 92,968
EC 14,546 0,000 0,000 0,000 0,000
EGCG 26,330 0,000 2,405 0,000 0,000
GCG 6,790 0,000 0,000 0,000 0,000
ECG 12,608 0,000 0,000 0,000 0,000
Teanin 374,038 0,000 308,075 | 42,224 0,000
TOPLAM 1188,986 0,000 342,280 | 195,480 | 96,185
%Teanin 31,459 0,000 90,007 | 21,600 | 0,000

Cizelge 3.6’ya gore kromatogramda da goriildiigli gibi A/l tliplinde hicbir bilesige
rastlanmamistir. En biiyiik pikin olustugu A/2 tiipii % 90 saflikta teanin igermektedir ve
ekstrakttaki toplam teaninin % 82’si burada gelmektedir. A/3 tiipiinde belirgin olarak
kafein gelmekte ve teanin miktar1 azalmaktadir. A/4 tiiplinde ise bir miktar daha kafein
gelmekte ve teanin tamamen sonlanmaktadir. Bu sonuglar baslangictaki ekstraktin
icerigi ile de uyumlu olup tiiplerde toplanan teanin ve kafein miktarlar1 ekstrakttaki
miktarlara oldukca yakindir. Ayni ¢calisma 3 kez tekrarlanmis olup bu ¢alismalarda elde

edilen saflik ylizdesi % 85-% 90 araliginda degismistir.

L GA: Gallik asit, GC: Gallokatesin, EGC: Epigallokatesin, C: Katesin, CAF: Kafein, EC: Epikatesin,
EGCG: Epigallokatesingallat, GCG: Gallokatesingallat, ECG: Epikatesingallat

36



Literatiirdeki teanin saflastirma ¢alismalarma [18], [19] bakildiginda poliamidin
ardindan kafein ve teanini birbirinden ayirmak i¢in NKA-I1I, DM 130 ve 732 katyon
iyon degisim gibi adsorbanlar kullanilmistir. Ikinci bir saflastirma isleminden sonra %
98-% 99 safliga ulasilmistir. Diger bir kaynakta [8] ise teaninin i¢inde poliamidin de
bulundugu polimerik bir dolgu maddesi kullanilarak saflastirilabileceginden

bahsedilmistir.

Bu c¢alismada da sadece poliamid dolgu maddesi kullanilarak ayrim saglanabilmistir.
Teanin ve kafein birbirine ¢ok yakin zamanlarda kolondan ayrilmaktadir. Bu nedenle
yiikseksaflikta tiriin elde etmek icin iki bilesigin birbirinden ayrildigi zaman cok iyi
tespit edilmeli ve bu noktada farkl: tiiplere toplama islemi yapilmalidir. Bu ayrima gore
saflik % 85-90 arasinda degisebilmektedir. Ayni calisma 1ml/dk akis hizinda
yapildiginda teanin- kafein ayrimi kromatogramda net olarak goriilememistir. Hiz
azaltilinca iki bilesigin ayrimi1 daha kolay tespit edilebilmekte bdylece teanin ve kafein
ayrimi saglanabilmektedir. Bu yontemle ikinci bir dolgu maddesi ile tekrar saflagtirma
islemi yapmaya gerek kalmamaktadir. Tek bir dolgu maddesi kullanilarak yapilan bu
calisma teanin saflastirilmasinda oldukca pratik ve ekonomik bir yontemdir. Ustelik
teanince zengin ekstrakt kolona verildikten sonra ilk 60 dakikada teanin fraksiyonu elde
edilebildiginden hizli bir yontemdir. Elde edilen saflik yiizdesi (% 90) oOnceki
calismalara (% 98, % 99) kiyasla bir miktar diisiik olmasina karsin o calismalardan
farklr olarak tek dolgu maddesi kullanilip fazladan bir proses uygulanmamistir. Ayrica
teanin geri kazanimi (% 82) oOnceki calismalara (% 66) gore daha yiiksektir. Bu
yontemle, % 90 safligin kabul edilebilir oldugu alanlarda diger yontemlere kiyasla

zamandan, maliyetten ve emekten biiyiik oranda tasarruf saglanabilir.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

Calismada yesil caydan teanin ekstraksiyonu i¢in yanit ylizey yontemiyle optimizasyon
yapilmis olup en uygun kosulun ultrases tekniginin kullanildig1 80°C- 38 dk- 23:1 mL/g
su:¢ay orani olarak belirlenmistir. Ultrases ekstraksiyonu ile ¢aydan en fazla % 0.565
oraninda teanin ekstrakte edilmistir. Klasik ekstraksiyonda ise teanin ekstraksiyonunda
optimum kosullar 90°C, 40 dk, 23:1 mL/g su:¢ay orani olup en yiiksek teanin igerigi %
0.398 olarak belirlenmistir.Elde edilen ekstrakta ilave ekstraksiyon islemleri
uygulanarak % 31 oraninda teanin igeren ekstrakt elde edilmistir. Ardindan bu
ekstraktin kolon kromatografisinde saflastirma ¢aligmalar1 yapilmis ve sonug olarak %

90 safliga ulasiimistir.

Sadece tek bir dolgu maddesi kullanilarak saflastirma yapilmasi bakimindan yontem
oldukca pratik ve ekonomiktir. Fakat poliamiddeki teanin-kafein ayrimi ¢ok hassastir ve
yiiksek safliga ulagmak icin dikkatli takip edilmesi gerekmektedir. Laboratuvar 6lgekte
uygulanip olduk¢a iyi sonu¢ veren bu c¢alismanin pilot veya sanayi Olgekte
uygulanabilirliginin denenmesi gerekmektedir. Ayn1 zamanda iriin denemeleri
yapilarak formiilasyonlarda kullaniminin ve biyoaktif 6zelliklerinin incelenmesi de

Oneriler arasindadir.
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