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OZET

YESIiL CAYLARDAN FARKLI YONTEMLERLE KATESIN VE KAFEIN
EKSTRAKSIYONU VE BUNLARIN SAFLASTIRILMASI iCiN UYGUN
ADSORBANLARIN BELIRLENMESI

Ahmet Abdullah US

Gida Muhendisligi Anabilim Dal

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Osman SAGDIC
Es Danigsman: Dr. Sena SAKLAR AYYILDIZ

icecek olarak tiiketilen cay cesitleri arasinda biyik éneme sahip olan yesil cay
(Camellia sinensis), insan metabolizmasi igin 6nemli polifenoller icermektedir. Bu
calismada oncelikle yesil ¢aydan farkli metotlarla biyoaktif bilesen ekstraksiyonu
optimizasyonu yapilmistir. Ardindan bu cay ekstraktlarindan katesin ekstrakti elde
edilmis ve bu ekstraktlarin farkli adsorbanlar Uzerinde g¢alisiimasiyla adsorpsiyon
davranislari belirlenmistir. Ekstraksiyon kosulu olarak en verimli metot ultrasonik
ekstraksiyon yontemi ve calisma parametreleri olarak da 80°C sicakliginda 18 dakika ve
1:25 cay-su orani bulunmustur. Elde edilen katesin ekstraktinin adsorpsiyon
davranislari 25°C, 40°C ve 60°C sicakliklarinda calisiimis, en verimli ve maliyeti uygun
adsorban Poliamide CC6 olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Yesil cay, ekstraksiyon, ultrason, adsorpsiyon, EGCG, kafein,
katesin, biyoaktif madde, adsorpsiyon izotermi.
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ABSTRACT

EXTRACTION of CATECHINS and CAFFEINE from GREEN TEA via
DIFFERENT METHODS and DETERMINATION of PROPER ADSORBENT for
PURIFICATION

Ahmet Abdullah US

Department of Food Engineering

MSc. Thesis

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

Green tea (Camellia sinensis), which has very important place in tea varieties that can
be consumed as beverage, contains important polyphenols for human metabolism. In
this study, firstly extraction optimization of bioactive compounds from green tea had
been done with different methods. Afterwards, catechin extract had been obtained
from acquired tea extracts and lastly adsorbtion behavior of catechins and cafein on
different adsorbants had been investigated. Ultrasonic extraction has been found as a
better method for maximum extract yield. Optimum extraction conditions for
ultrasonic extraction were found 80°C temperature, 18 minute and 1:25 tea-water
ratio. Adsorbtion behavior of obtained catechin extract had been examined at 25°C,
40°C and 60°C temperatures, Poliamide CC6 was found better adsorbent for yield and
cost.

Keywords: Green tea, extraction, ultrasound, adsorption, EGCG, caffeine, catechin,
bioactive compound, adsorption isoterm.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Turkmen [1] tarafindan farkli caylarin kivirma proseslerinin ve hasat donemlerinin
¢ayin fenolik madde ve alkaloid bilesimine etkisinin incelendigi ¢calismada, ekstraksiyon
kosullarinin optimizasyonu kapsamli sekilde gozlemlenmistir. Calismada ekstraksiyon
kosullari; ekstraksiyon tipi, ekstraksiyon solventi, ekstraksiyon asama sayisi ve ¢ozlici:
ornek orani alt basliklarinda incelenmistir. Ekstraksiyon tipi belirlenmesi icin 40 dk
ultrasonik banyo, 15 dk vorteks ve 14 saat calkalayici olmak tizere 3 farkh ekstraksiyon
tipi denenmis ve elde edilen ekstraktlarda yapilan analizler sonucu en etkili
ekstraksiyon tipi olarak calkalamali ekstraksiyon tipi bulunmustur. Ekstraksiyonda
kullanilan solvent karsilastirmali olarak (su, %50metanol, %80 metanol, %100 metanol,
%80 etanol) incelendiginde en yliksek epigallokatesin gallat (EGCG) ve epikatesin gallat
(ECG) miktarlarina %80 metanol ile, en ylksek kafein miktarina ise su ile ulasildig
gortlmustir. Ekstraksiyon asama sayisina bakildiginda bes asamali ve tek asamal
ekstraksiyon yapilmis ve bes asamali ekstraksiyon ile elde edilen bilesik miktarinin daha
yiksek oldugu saptanmistir. Ekstraksiyon kosullarinin sonuncusu olan ¢ozlicli: 6rnek
orani 50:1, 20:1, 10:1 olarak incelenmis ve 50:1 oraninda solvent kullanilarak yapilan

ekstraksiyonda en yiiksek verim elde edildigi gbzlenmistir.

Hanay [2] tarafindan yapilan ¢alismada farkh sinif siyah caylar ve piyasadan temin
edilen yesil cay orneklerinden siire ve sicaklik faktorlerine bagl olarak deme gecen
madde miktari belirlenmistir. Calismada iki farkh sicaklik (90, 100°C) ve bes farkh

surede (3, 8, 15, 20 ve 30 dk) ekstrakte olan toplam fenolik ve flavonoid miktarlari



incelenmistir. Calisma sonuglarina gore en yilksek fenolik madde, ekstrakt verimi ve

antioksidan aktivite 100°C’ de 30 dk ekstraksiyon ile saglanmistir.

Gudala [3] tarafindan yapilan bir calismada ekstraksiyon parametrelerinin yesil ¢cayin
polifenol ve metilksantin konsantrasyonlari lizerindeki etkisi incelenmistir. Calismada
farkl yesil cay turlerinin kafeinli ve kafeinsiz formlari kullanilmistir. Ekstraksiyon siresi
olarak 2, 4, 6, 8, ve 10 dk, ekstraksiyon sicakhgl olarak ise 80, 85, 90, 95, ve 100°C
denenmistir. Arastirma bulgularina gére 100°C’ de 8-10 dk siireyle yapilan ekstraksiyon
ile daha ylksek konsantrasyonlarda polifenol ve metilksantin elde edildigi gbzlenmistir.
Ayrica ¢calismada oda sicakliginda uzun sireli ekstraksiyon sireleri (1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 24
saat) denenmistir. Calismanin bulgularina goére oda sicakhginda yapilan ekstraksiyon
icin uzun sireli ekstraksiyonda 7 saate kadar polifenol miktarlarinda artis gézlenmis,
ekstraksiyon silrdiurialdiglt takdirde konsantrasyonda diislis gozlenmistir. Perve-
Uzunalic vd. [4] tarafindan yapilan yesil caydaki katesinlerin ve kafeinin etkin
ekstraksiyonu Uzerine calismasinda, farkli sulu ve saf solventler (aseton, etanol,
methanol, asetonitril), farkh sicaklik (60, 80, 95 ve 100°C) ve siirede (5-240 dk)
cahsilmistir. Calismada farkli parametrelerinin ekstraksiyon etkinligini %61 ile %100
arasinda etkiledigi gozlenmistir. Farkh oranlarda su iceren c¢oziiclilerin katesin
ekstraksiyonun etkinligi agisindan optimum kosullari 80°C’ de 20 dk (%97 verim) ve

95°C’ de 10 dk (%90 verim) olarak belirlenmistir.

Hu vd. [5] yaptiklar ¢alisma ile ¢ay bilesenlerinin sulu etanol ile etkili ekstraksiyon
mekanizmasi Uzerinde farkli noktalara deginmislerdir. Calismada sulu etanol
solventinin sadece su ya da saf etanolden daha verimli sonuglar verdigini
gozlemlemislerdir. Vakum destekli ekstraksiyonun da denendigi ¢alismada vakumun
ekstraksiyon verimi lizerine etkisi 6nemsiz bulunmustur. Ayrica ¢alismada solventlerin
ornek icerisine nifuz etme derecesinde 6rneklerin su tutarak hacimlerinin sismesinin

etkili oldugu ve bunun da ekstraksiyon verimi acisindan 6nemli oldugu bulunmustur.

Row vd. [6] Kore cayindan solvent ekstraksiyonuyla katesin iceriginin elde edilmesi
Gzerine yaptiklari calismada ekstraksiyon solvent (su ve etanol), ekstraksiyon siiresi (4
saat, 40 dk ve 15 dk) ve islem sicakhgi (50, 80 ve 100°C) gibi farklh ekstraksiyon

kosullarini denemislerdir. Elde edilen bulgularda, 50°C’ de uzun sireli ekstraksiyonun



az da olsa daha yuksek kazanimi oldugu gozlenmistir. 80°C’ de ise 15 dakikaya nazaran
40 dk daha verimli bir ekstraksiyon saglamis, 100°C’ de ise ¢ogu katesinin 20 dakika
sonrasinda epimerizasyona ugradigi gozlenmis ve bu bulgular i1siginda calismada 80°C

40 dk saf su ile ekstraksiyonun en optimum kosullar oldugu bildirilmistir.

Lee vd. [7] tarafindan yapilan calismada Kore yesil cayi ve Sri Lanka siyah ¢cayinda EGCG
ve kafeinin ekstraksiyon davranislarini incelemislerdir. Farkl ekstraksiyon bigimlerinin
ekstraksiyon verimliligine etkisinin incelendigi ¢alismada, farkli sivi ve saf solventler
(%40 etanol, %60 etanol, %80 etanol, %100 etanol ve saf su), sureler (10, 20, 30, 60,
120, ve 180 dk), sicakhklar (5, 15, 25, 60, ve 90°C) ve pH degerleri (3, 5, 6.2, 7, ve 9)
denenmistir. Calisma ¢ozlict olarak saf su kullaniminin ekstrakte edilen EGCG ve kafein
miktarini arttirdigi, sicakligin 60°C’ ye kadar verimi arttirdigi, stire olarak 60 dakikanin
ideal oldugu ve pH 7’ ye kadar ekstraksiyona etkisinin az da olsa negatif oldugunu daha

da arttiginda ise verime olumsuz etkide bulundugu rapor edilmistir.

Rusak vd. [8] beyaz ve yesil cayda yaptiklari calismada ekstraksiyon sartlarinin
ekstraksiyona etkisini incelemislerdir. Yaptiklari calismada fenoliklerin ekstraksiyon
veriminde ekstraksiyon siresi ve kullanilan ¢oziclnlin etkisinin kuvvetli olduguna
deginmislerdir. Cozlicli olarak; su, limon suyu ilave edilmis su, %10 etanol, %40 etanol,
ve %70 etanolin kullanildigi, siire olarak da 5, 15, ve 30 dakika denendigi ¢alismada
optimum kosullar %40 etanol 30 dakika bulunmustur. Yesil ¢aydan katesinlerin
ekstraksiyonunda cayin formunun (torbalanmis, salinik halde) 6nemli etkisi oldugu
gozlenmis fakat beyaz cayda boyle bir etki gozlenmemistir. Ayrica beyaz caydan su ile
fenolik ekstraksiyonunda ¢o6ziicliye limon suyu eklenmesi ekstraksiyonu hizlandiric

etkiye sahip oldugu gézlenmistir.

Daimana vd. [9] farkh beyaz caylarda yaptiklari calismada sicak demleme ile soguk
demlemeyi fenolikler ve antioksidan aktivite acisindan karsilastirmislardir. Sicak
demleme sartlari olarak 70°C’ de 7 dakika, soguk demleme olarak oda sicakliginda (20-
25°C) 2 saat belirlendigi calismada soguk demleme sonucu elde edilen ekstraktlarin
hem fenolik miktari hem de antioksidan aktivitesi bakimindan yiksek oldugu

gozlenmistir.



Hong vd. [10] yaptiklari calismada vyesil cayda enzim kullanimi ile ekstraksiyon
veriminin arttirilmasi amaglanmistir. Calismada 8 farkli enzim (Celluclast, Cytolase,
Econase, Pectinex, Rapidase, Ultraflo, Viscozyme, Tannase) kullanilarak toplam fenolik,
flavonoid ve antioksidan aktivite incelenmistir. Cikan sonuglarda Viscozyme enzimiyle
muamele edilmis cay ekstraktlarinin 6nemli Ol¢lide ylksek verime sahip oldugu

gozlenmistir.

Jun vd. [11] yesil caydan katesinlerin ayriminda yiksek basing¢ teknolojisini kullanarak
ekstraksiyon yapmislardir. Modern ekstraksiyon tekniginin kullanildigi ¢calismada, farkli
basing seviyeleri (100, 200, 300, 400, 500, 600 MPa) ile ekstraksiyon yapilmis ve
sonuclar organic solvent ekstraksiyonuyla karsilastirilmistir. Cin’ in Hangzhou yoéresine
ait yesil cay yapraklari 6 saat 60°C vakum altinda kurutulmus ardindan toz hale getirilip
elenmistir. Sonrasinda 20:1 ¢6zlici oraniyla %50 etanol ile karigtirilip polietilen
paketlerde 15 dakika oda sicakliginda yiiksek basing uygulanmistir. Organik solvent
ekstraksiyonunda ise kuru cay yapraklari 2 saat 85°C %50 etanol ile muamele
edilmistir. Her iki yontemde de ekstraksiyon sonrasinda solvent ugurulup HPLC ile
analiz edilmistir. Calisma sonugclarina gére 400 MPa basing seviyesi ile 15 dakika yliksek
basin¢ uygulamasi ile elde edilen verimin 2 saatlik organik solvent ekstraksiyonu ile

elde edilen verim ile ayni oldugu gozlenmistir.

Zhang vd. [12] yaptiklari ¢calismada Cin’ de oldukca yaygin bir Gretim ve tiiketim degeri
bulunan fistig§in  kirmizi  kabuklarindan  katesin  ekstraksiyon optimizasyonu
arastirilmistir. Calismada oncelikle ekstraksiyon solventini belirlemek icin distile su, saf
etanol, aseton, etil asetat ve kloroform ile 100’ er ml’ lik ¢ézeltiler 10 saat siireyle oda
sicakliginda bekletilmislerdir. Cikan sonucta en yiksek ektraksiyon verimliligi saf etanol
ile saglanmistir. Kullanilacak solvent belirlendikten sonra solvent konsantrasyonu (%50,
%60, %70, %80, %90), ¢ozlicli orani (1:10, 1:15, 1:20, 1:25, 1:30), sicakhk (30, 40, 50,
60, 70°C), ve siire (30, 60, 90, 120, 150 dakika) parametreleriyle tekli faktor testleri
yapiimistir. Tekli test sonuglarina gore optimum ekstraksiyon kosullari %70 etanol,
50°C sicakhk, 1:20 ¢ozici orani, ve 120 dk ekstraksiyon siresi olarak bulunmustur.
Response Surface Methodology (RSM) sonuglarina gore ise optimum kosullar %78
etanol, 1:17 c¢ozich orani, 43°C sicakhk, ve 120 dk ekstraksiyon siiresi olarak

bulunmustur.



Ferruzzi vd. [13] sUtli caydan katesin kazanimi Gzerine asit, metanol ve enzim destekli
ekstraksiyonu rollinii incelemislerdir. Calismada demlenmis yesil ¢cay farkli oranlarda
yagsiz st (%10-50) ile karistirihlarak dérnekler hazirlanmis ve daha sonra ayri ayri asit
(0,1N HCI) ile saf metanol ile ve pepsin (40 mg/ml) ile ekstrakte edilmistir. Calisma
sonuglarina gore en yiksek katesin kazanimi pepsin (%89-102), metanol (%78-87), ve
asit (%20-74) uygulamasiyla elde edilmistir. Sonuglarda 6rneklerdeki sut ylzdesi

arttik¢a katesin kazaniminda katesin-protein etkilesiminden dolayi azalma gézlenmistir.

Bae vd. [14] caylar ve mate Uzerinde yaptiklari kapsaml ekstraksiyon optimizasyonu
calismasinda farkli substrat farkli ekstraksiyon sistemi ve farkli ekstraksiyon kosullari
denemislerdir. Yesil ¢cay, Oolong cayi, siyah ¢ay ve mate igin ayri ayri optimizasyon
calismasi yapmislardir. Calismada ilk olarak en etkin ekstraksiyon sistemi, geri akis 1si
ekstraksiyon (Heat-reflux extraction, HRE), ultrason destekli ekstraksiyon (Ultrasonic-
assisted extraction, UAE), mikrodalga destekli ekstraksiyon (microwave-assisted
extraction, MAE) ve calkalamali ekstraksiyon (shaking extraction, SE) arasindan HRE,
UAE, MAE igin 70°C 90 dk %50 etanol 1:50 ¢6zlici oraniyla, SE igin ise oda sicakliginda
deneme calismasi yaparak belirlemislerdir. Daha sonra her ekstraksiyon sistemi ve her
farkl substrat icin etanol konsantrasyonu, ektraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siresi,
¢Ozlici orani ve ekstraksiyon tekrari olmak Uzere farkli ektraksiyon kosullar
denemislerdir. Cikan sonuclarda ¢oziici orani ile ekstraksiyon sayisinin ekstraksiyon
verimi Uzerine etkileri 6nemsiz bulunmustur. Her substrat icin ayri ayri bulunan
optimum kosullarini ise; yesil cay — 123 dk 70°C %75 etanol, oolong cayi — 98 dk 70°C
%69, siyah ¢ay — 105 dk 71°C %63, mate — 103 dk 71°C %61 seklinde rapor etmislerdir.

Bermejo vd. [15] yesil caydan kafein stperkritik CO, ektraksiyonunda kosolventlerin
etkisi Gzerine yaptiklari calismada 3 farkh kosolvent (etil laktat, etanol, etil asetat) ve 2
farkl ekstraksiyon yaklasimi (statik, dinamik) denenmistir. Statik yaklasimda kosolvent
ve materyal karistirildiktan sonra slperkritik CO; ile muamele edilirken dinamik
yaklasimda ise kosolvent ve siiperkritik CO, materyale beraber pompalanmistir. iki
yaklasimda da 30MPa ve 343°K (69.85°C) kullanilmistir. Calisma sonugclarina gore en
yuksek kafein her iki yaklasim icin de etil laktat kosolventiyle saglanmistir (sirasiyla 13.0

ve 14.2 mg/g cay). Etil laktattan sonra en ylksek kafein etanol (10.8 mg/g statik, 8.8



mg/g dinamik) ile saglanirken etil asetat ile iki yaklasimda da kafein miktari 7 mg/g *

dan disik bulunmustur.

Vuong vd. [16] poset caylardan yesil cay iceriginin ekstraksiyonunun gelistirilmesi
Uzerine yaptiklari ¢alismada marketten temin edilen 5 farkli marka kullaniimistir.
Normal demleme ve mikrodalga destekli demlemenin kullanildigi calismada oncelikle
optimum kosullari bulmak igin farkli siire (2-30 dk) ve farkh miktarda su (100-250 ml)
kullanilarak deneme galismasi yapilmis ve analiz sonuglarina gére 200 ml su ve Uretici
tavsiyesine gore 2-3 dk demleme siresinin etkinliginin  maksimum oldugu
gozlemlenmistir. Normal demleme ile katesin %62 (61 mg/g), kafein %76 (24 mg/g) ve
teaninin %80 (10 mg/g)’ lik kismi poset caydan demleme suyuna gectigi bulunmustur.
Mikrodalga destekli demlemede o6nce 0.5 dk normal demleme, ardina da 1 dk
mikrodalga uygulanmistir. Calisma raporlarina goére katesin %80 (80 mg/g), kafeinin
%92 (29 mg/g) demleme suyuna gecerken teanin yoninden bir farklilik

gozlenmemistir.

Zimmermann vd. [17] yesil caydan flavanollerin en yiksek verimde ekstraksiyonun
nasil yapilabilecegi Uzerine yaptiklari calismada 3 demleme siiresi (3-5-7 dk), 4
demleme sicakhgl (70-80-90-100°C), ve demleme suyuna farkli katki maddeleri ilavesi
(askorbik asit, sitrik asit, fosforik asit) denenmistir. Calisma sonugclarina gére en yiksek
verim 7 dk 100°C kosullariyla saglanmis ve katki maddesi ilavesiyle demleme verimi
%20 arttigl goézlenmistir. Calismada bu verim artisinda asidin cinsinden ziyade dusuk

pH’ nin etkili oldugu bildirilmigtir.

Ghoreishi vd. [18] stiperkritik akiskan teknoloijisiyle yesil caydan (iran yesil cayl) EGCG
ekstraksiyonu ve RSM (Response surface methodology) optimizasyonu yapmislardir.
Calismada polar yapisindan dolayl etanol ile optimizasyon yapilmistir. Ekstraksiyon
parametreleri olarak basing (10-15-20-25-30 MPa), sicaklik (40-45-50-55-60 °C), CO;
akisi (0.5-0.8-1.1-1.4-1.7 ml/dk), ve suire (40-60-80-100-12- dakika) olmak lzere 4 ana
baslikta calisilmistir. RSM ile belirlenen optimum kosullarinda (19.3 MPa, 43.7°C, 106
dk, 1.5 ml/dk) EGCG icin 0.462 g/g kazanim saglanmistir.

Baptista vd. [19] yaptiklari calismada farkh yesil ¢aylarin sahip olduklari katesin ve

aromalari karsilastirmislardir. Calismada Azores yesil cayl (Gorreana), Cin yesil cayi



(Fuijian), Cin yesil cayl (Uncle Lee’ s), Japon yesil cayi (Yamamoto), Kore yesil cayi
(Korean) ve Tayvan yesil ¢ayi (Lung-Ching) olmak tzere 6 farkh ¢ay kullaniimistir. Yizde
degerlere bakildiginda Azores yesil cayinin EGCG olarak en yliksek degere (%64.3) sahip
oldugu belirlenmistir. Yesil cay polifenollerinin miktarlarinin belirlenmesinde 70°C‘ de
10-60 dk‘ ye farkh sireler ve sabit siirede 50-100°C arasinda farkh sicakliklarda
ekstraksiyonlar yapilmistir. 50°C* den 70°C’ ye kadar polifenollerin arttigi sicaklik daha
da artarsa disis gozlemlenmistir. Stire olarak da 40 dakikada maksimum verime
ulasilmis devaminda duislis gézlenmistir. Sonuglari géz 6niinde bulundurarak optimum

ekstraksiyon kosullari olarak 70°C 40 dk belirlenmistir.

Bazinet vd. [20] yaptiklari calismada yesil caydan iki asamali ekstraksiyon ile EGC ve
EGCG yoniinden zenginlestirilmis ekstrakt elde etmislerdir. Bu iki asama EGC’ nin
streye bagl bir bilesen iken EGCG’ nin sure/sicakhk faktorlerine bagli bir bilesen
olmasindan yola ¢ikarak hazirlanmistir. Farkli demleme kosullarinin gegerli oldugu bu
asamalardan ilki 50°C’ de 10 dk demleme ikincisi ise 80°C’ de 10 dk‘ ik demlemedir.
Organik solvent kullanilmayan bu calismada ilk asamada neredeyse hic EGCG gegisi
olmazken ikinci asamada ise %78’ lik bir bolimi suya ge¢cmistir. Boylece ilk demleme
asamasi ile elde edilen ekstrakt EGC yoniinden zengin ikinci asamada elde edilen ise

EGCG agisindan zengin olmustur.

Jun vd. [21] yaptiklari calismada farkh ekstraksiyon metotlariyla elde edilmis yesil cay
ekstraktlarinda antioksidan aktivite ve bioaktif bilesen icerikleri karsilastirilmistir.
Gahsmada Cin’ in Hangzhou bdlgesinde yetistirilen yesil caylari yiiksek basing teknigiyle
ve konvansiyonel yontemlerle (mikrodalga destekli ekstraksiyon, soksalet ekstraksiyon,
1si refli ekstraksiyon, ultrason destekli ekstraksiyon) ekstrakte etmislerdir. Calisma
sonuclarina gore yiksek basing teknigiyle elde edilen ekstraktlarin bioaktif bilesen
icerigi miktarca en yiiksek olurken antioksidan o6zelliginin de daha iyi oldugu

gozlenmistir.

Nwuha [22] calismasinda yesil caydan yenilik¢i bir yontem olan membrane filtrasyon ile
bioaktif bilesen ekstraksiyonu yapmistir. Calismada farkli nanofiltrasyon membranlari
(G-5, G-10, G-20, G-50, HC-50, HR98PP, MRF-60, 960PP) ve farkh etanol

konsantrasyonlari (10-20-50-80%) denenmistir. Ayrica calismada kafein ile polifenolleri



birbirinden ayirmak igin hususi denemeler yapmislardir. Membranlarin stabiliteleri %80
etanol ile 15 saat test edilmis ve agirhik kayiplarina bakarak en stabil membran
siralamasi yapilmistir (HC-50> G-5> G-10> G-20> G-50> HR98PP). %10-20 etanolde
membranlarin polifenolleri katesinlerden ¢ok tuttugu gézlenmistir. %50 etanolde G-10
membraninda daha yilksek bir ayrim saglanirken %80 etanolde biitin membranlarin

kafein ile polifenolleri tam olarak ayirdig1 gézlemlenmistir.

Gogoi vd. [23] cay katesinlerinin polimerik resinler (Amberlite XAD-7, Amberlite XAD-4,
Dianion HP-2MG) (izerinde adsorpsiyon egilimlerini incelemislerdir. Calismada ilk
olarak 25°C’ de adsorpsiyon izotermleri farkli modellere (Redlich-Peterson, Langmuir,
Freundlich) gore cikartilmis ve 3 adsorbantin verileri géz 6niine alindiginda Redlich-
Peterson ve Langmuir modelleri ile uygunluk bulunmustur. Calismanin ikinci
asamasinda adsorpsiyon egilimi ile etkilesim enerjileri arasindaki korelasyon incelenmis
ve yiksek adsorpsiyon egilimi gdsteren adsorbantlarin ayni zamanda yliksek etkilesim
enerjisi sergiledigi bulunmustur. Bu da sorbentin polarliginin adsorpsiyon denkligine
etki ettigini gostermesi olarak yorumlanmistir. Calismada ayrica adsorpsiyon entalpisi
ile etkilesim enerjisi arasindaki korelasyon incelenmistir. Adsorpsiyon denkligine
sicakhgin etkisini godzlemlemek igin Van’t Hoff metodu uygulanmis ve ayri ayri
adsorpsiyon entalpileri bulunmustur. Sonuglara goére adsorpsiyon egilimi ile

adsorpsiyon entalpisi arasinda yliksek bir korelasyon oldugu belirlenmistir.

Ye vd. [24] polyamide kullanarak g¢ay katesinlerinin ayrilmasi Gizerinde calismislardir.
Polyamide-6 kullanarak uygulanan adsorpsiyon ayirma metodu sonucu toplam
katesinler icin adsorpsiyon kapasitesi 193.28 mg g ve kafeinin toplam katesinler
arasindaki adsorpsiyon secicilik katsayisi 21.717 olarak belirlenmistir. Cift elusyon
asamasi iceren ¢alismanin denge verileri ve adsorpsiyon kinetikleri, Langmuir modeline

ve pseudo second order kinetik modeline uygun bulunmustur.

Jin vd. [25] yesil caydan EGCG ayrilmasi ve saflastirilmasi tizerine yaptiklari calismada
farkl fiziksel ve kimyasal 6zelliklerdeki 13 makro gézenekli recineyi (AB8, ADS7, ADS17,
D101, bM130, HPD200, HPD400, HPD600, HPD772, HPD750, HPD826, NKA9, X5)
incelemislerdir. Test edilen 13 regine arasinda hidrojen bagi reginesi HPD826 en iyi

adsorpsiyon/desorpsiyon yetenegine ile en disiuk kafein ilgisine sahip oldugu



bulunmustur. HPD826 (zerindeki EGCG adsorpsiyonu pseudo second order kinetik ve

Langmuir izoterm modellerine uydugu belirlenmistir.

Gao vd. [26] yaptiklar ¢calismada cay polifenolleri ve 6zellikle EGCG’nin yulaf glukani
Uzerindeki adsorpsiyon davranislari belirlenmistir. Polifenoller arasinda adsorpsiyon
kapasitesi ve etkinligi acisindan en yliksek adsorpsiyon EGCG’ de goriilmustiir. EGCG’
nin adsorpsiyon izotermi Langmuir, Freundlich ve Redlich-Peterson modellerinin aksine
en iyi Toth modelinde saglanmistir. EGCG ile yulaf glukani arasindaki etkilesimin

hidrojen baglarindan kaynakl oldugu bulunmustur.

Wu vd. [27] EGCG’ nin elma posasi lzerindeki adsorpsiyonunu farkli konsantrasyon
(25-600 mg/L) ve farkli sicakhklarda (25, 40 ve 55°C) incelemislerdir. Calismada EGCG
adsorpsiyonunun artan sicakhk ile azaldigi bulunmustur. EGCG’ nin izotermal
adsorpsiyonunu aciklamada Langmuir ve Freundlich modellerinin ikisi de yeterli
bulunurken EGCG icin Gibbs serbest enerji degisimi 25-55°C arasinda -15.90 ile -22.98
kJ/mol olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore EGCG’ nin elma posasi
Uzerindeki adsorpsiyonunun spontane bir islem oldugu ve adsorpsiyon isleminin

fizyosorpsiyon mekanizmasi tarafindan domine edildigi bulunmustur.

Ye vd. [28] yaptiklari calismada cay katesinleriyle kafeini ayirmada kullanmak Uzere
odunsu c¢ay sapindan, ¢am talasindan ve seker kamisi kispesinden lignoseliloz
yapisinda adsorbanlar hazirlamislar ve sentetik bir recine (HPD600) ile
karsilastirmislardir. Katesinlerde adsorpsiyon kapasitesi olarak en yiksek sonuglar
HPD600 reginesinde (156.3 mg g?) bulunmus ve ardindan odunsu cay sapl
lignoselilozu gelmistir. Cam talasi lignoselllozu ve seker kamisi kiispesi lignoselilozu
katesinlerde en dislik adsorpsiyon kapasitesini gostermislerdir. Kafeinde ise HPD600
yine en yuksek adsorpsiyon kapasitesine (18.8 mg g) sahip olurken seker kamisi
kiispesi lignoseliilozu ve ¢am talasi lignoselilozu ardindan gelmistir. Kafein icin en
dislik adsorpsiyon kapasitesi ise odunsu cay sapi lignoseliilozunda gozlenmistir.
HPD600 hem katesin hem de kafein ile etkilesime girip ylksek miktarlarda tutabilirken
odunsu cay sapi lignoseliulozu kafein/katesin arasinda yuksek secicilik gostermistir.

Calisma sonugclarina gére odunsu cay sapi lignosellilozu katesinler ile kafeini ayirmada



segiciliginin  yuksek olusundan oturld duastk maliyetli bir adsorban olarak

degerlendirilebilecegi rapor edilmistir.

1.2 Tezin Amaci

Ulkemiz cay uretimi ve tiiketiminde énemli bir yere sahip olup, ¢ayin sahip oldugu
kiymetli biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu ve saflastirma ile ilgili yapilmis herhangi bir
¢alismaya rastlanilamamistir. Bu ¢alismada; tlkemiz i¢in 6nemli bir yeri bulunan ve ayni
zamanda bol miktarda yetistirilen cayin ekstraksiyonu sirasinda farkli parametreler
icerisinde en verimli metodun bulunmasi ve bu cay ekstraktindan biyoaktif bilesenler

olan kafein ve katesinlerin adsorpsiyon teknigi ile saflastirilmasi amaglanmaktadir.

1.3 Hipotez

Ekstraksiyon islemlerinde kullanilan yontem, sicaklik, kullanilan solvent, solvent: 6rnek
orani ve silire ekstaksiyon verimini etkileyen faktérlerdendir. Bu faktorlerin belirli
deneme planlart kullanilarak incelenmesi neticesinde optimum ekstraksiyon
kosullarinin belirlenmesi beklenmektedir. Adsorpsiyon islemlerinde yine sicaklik, sire,
olusturulan adsorban: ekstrakt ¢ozeltisi ve adsorbanin fiziksel ve kimyasal ozellikleri
adsorpsiyonu etkileyen en onemli faktorlerdir. Bu calismada, klasik ve ultrasonik
ekstraksiyon yontemleri ile farkli parametreler kullanilarak optimum ¢ay ekstraksiyon
kosullari belirlenmis ve elde edilen ¢ay ekstraktlarin farkli adsorbanlar ile farkli

sicakliklarda adsorpsiyon davraniglari incelenmistir.
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BOLUM 2

KURAMSAL TEMELLER

2.1. Cay ve Cayin Biyoaktif Ozellikleri

Cayin etimolojisinin izi antik Cin formuna kadar sirilebilmektedir. Cayin cincedeki
karakteri & olup, “tu” seklinde telaffuz edilir ve aci bitki anlaminda kullanilir. Bu
kelime c¢incenin lehgelerinde farkh telaffuzlara sahiptir. Misal olarak; Mandarinde
“chad”, Wu cincesinde “zo” ve “dzo”, Min Cincesinde “ta” ve “te” gibi. Farkl telaffuz
sekilleri dinyaya farkh sekillerde vyayilarak glinimizde cesitli lisanlarda farkli
kullanimlara sebep olmustur. “Te” formu Amoy limanlarindan Hollandali tiiccarlar
vesilesiyle bati avrupaya, “Cha” formu Canton bdlgesinden ve Honk Kong ve Macau
limanlarindan 6zellikle Portekizlilere ve onlardan da 16.yy’ da Hindistana, yaygin form

olan “Chai” ise Perslerin “chay” kelimesinden gelmektedir. Perslerin sozliklerinde

“" ”n pagaw

bulunan “chad” ve “chay” kelimeleri Kuzey Cinden Asyanin merkezine ve Perslere
gelmistir. Ulkemizdeki kullaniminin kaynagi da burasidir. Cay kelimesi daha sonrasinda

her bolgeye ve lisana gore ¢esitli kiigclk farkhlklar géstermistir [29].

Cayin hazirlanisi ve sunumu her kiltirde farkli sekillerde ele alinmaktadir. Kimi
kiltirlerde nane ile tatlandirilirken, kimi klltlrlerde siit ve seker katilarak icilmektedir.
Milattan 6nce Cin’ de uzun zaman gunlik icecekten ziyade ila¢ olarak kullanilan cay,
Japonya’ da ise kendi yemek kiltiirlerine uyumlu olacak sekilde bir tére halini almistir.
Turk tarihindeki izleri 12. yy’ a kadar takip edilebilen cay, tlkeler arasindaki ticaret ile
ipekyolu tizerinde bulunan Anadolu cografyasina ulasmistir. 1800’ |i yillarin sonlarinda
cay yetistiriimesinde ilk ciddi girisimler, Bursa yoresinde gerceklestirilmis lakin iklimin

uygun olmamasi sebebiyle basarisizlikla sonuglanmistir. Daha sonralari Anadolu’ da
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cayin yetistirme fikrini ortaya atan Ali Riza Erten olmustur. 1917 yilinda sundugu
raporda Ali Riza Erten, ¢ay ve narenciye yetistiriciligi yapilan Batum taraflarinin iklim ve
toprak ozelliklerinin Rize bolgesine benzer oldugunu, bu bdlgede cay ve narenciye
yetistirilebilecegini bildirmistir. Bunun Uzerine bolgede c¢ay yetistiriimeye baslanmis,
cayin Ulkemizdeki streci 1947 yilinda ilk ¢ay fabrikasi, 1971 yilinda GCay Kurumu Genel
Mudurlagia (CAYKUR) kurulmasi ile devam etmistir [30], [31].

Biyolojik koken olarak ise Camellia sinensis bitkisinin yapraklarina dayanmaktadir.
Diinya populasyonunun yarisindan fazlasinin tiiketimini yaptigi ¢ay, sosyal ve ekonomik
olarak tiim diinyada oldugu gibi iilkemiz i¢in de azami énem arz etmektedir. Ulkemiz
halki tarafindan ayran ile beraber milli icecek olarak gorulen cay, psikolojik faydasinin
yanisira icerdigi bircok yararli kimyasal madde sayesinde halk saghgina pozitif etkisi
bulunmaktadir [32], [33].
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Sekil 2.1 Yillara gére Turkiye yas cay Uretimi (ton) [34]
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Ulkemiz yas cay lretimi 1988- 2004 arasinda dalgali bir yiikselis trendi gosterirken
takip eden yillarda azalan yiikselis trendine gecmistir. Uretimde pik yapilan 2010

yilinda 1.305 milyon ton yesil ¢ay yapragi Gretimi gozlenmistir (Sekil 2.1).
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Cizelge 2.1 Yillara gore diinya kuru cay dretimi (bin ton) [35]

DUNYA

Uzak Dogu
Banglades

Cin

Hindistan
Endonezya

Sri Lanka
Vietnam
Digerleri

Afrika

Burundi

Kenya

Malawi

Rwanda

Glney Afrika
Tanzanya Cumhuriyeti
Uganda
Zimbabwe
Digerleri

Latin Amerika ve
Karayipler
Arjantina
Brezilya
Digerleri

Yakin Dogu

iran

Tiirkiye
Okyanusya
Japonya
Gelismis Ulkeler

Gelismekte Olan Ulkeler

2006- 2008
3891.2
2892.3

56.8
1150.5
986.4
150.3
311.3
158
78.9
535.9
6.6
345.2
44.9
19.1
3.5
32.6
42.4
12.4
29

97.7
79.6
8.5
9.7
255.2
41.4
213.7
7.1
94.7
113.7
3777.5

2009
4040
3089.7
60
1344.4
982.1
156.9
291.2
177.3
77.8
520.5
6.7
318.3
52.6
20.5

2

321
51

7.3

30

89.8
73.4
7.6
8.8
238.2
39.6
198.6
7.2
86
103.8
3936.2

2010
4364.7
3280.3

60
14751
970.3
156.6
331.4
192
94.8
616.1
6.9
403.3
51.6
22.2
2.1
31.6
59.4
8.6
30.2

107.4
90.7
7.7
8.9
262
27
235
7.2
83
101
4263.6

2011
4627
3579.1
59.6
1623.2
1119.7
150.8
327.5
202.1
96.2
591.7
7
383.1
47.1
241
2.2

33
56.3
8.4
30.6

107.8
91.2
7.7
8.8
251.1
29.5
221.6
6.6
82.1
99.5
4527.5

2012
4784.5
3753.3

62.5
1789.8
1129
150.9
328.4
200
92.7
580.2
8.7
373.1
42.5
24.7
2.2
32.3
57.9
8.5
30.4

98.3
81.3
7.8
9.2
251.5
26.5
225
6.4
85.9
103.3
4681.2

2013
5063.9
3965.6

66.2
1924.5
1200.4

152.7
343.1
185
93.8
649.5
8.8
436.3
46.5
25.2
2.5
324
58.3
8.5
30.9

95
78.9
7

9.1
253.5
26.5
227
6.5
84.7
102.9
4961

Diinyada cay Uretimi yildan yila artis gostermektedir. Bu artisin aslan payi Cin ve

Hindistan arasinda olmaktadir. En blylik cay Ureticisi tilke konumundaki Cin, 1.9 milyon

ton ile toplam pastanin %38’ ine sahiptir. ikinci sirada ise 1.2 milyon ton ¢ay Uretimi ile

Hindistan yer almaktadir (Cizelge 2.1). Tirkiye diinyada kuru c¢ay yapragi Uretiminin

%4.48’ ine sahip olmakla beraber cay tiiketiminde Cin ve Hindistan’ in ardindan tginci

sirada yer almaktadir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2 Yillara gore dinya kuru cay tiuketimi (bin ton) [35]

Diinya

Gelismis Ulkeler
Guney Afrika
Avrupa

Fransa

Almanya

irlanda
Hollanda
Polonya

Birlesik Krallik
Diger Avrupa Ulkeleri
Japonya
Amerika

Rusya

Digerleri
Gelismekte Olan Ulkeler
Cin

Hindistan
Turkiye

Misir

Pakistan

iran

Endonezya
Banglades
Vietnam

Fas

Kenya

Digerleri

2006- 2008
3714.9
826
18.8
259.7
14.6
23.2
9.2
13.8
23.7
134
41.2
1394
109.6
172.4
114.7
2889
867
786.9
214.6
81.1
107.3
76.8
56.1
46.4
25.5
51.4
17.3
558.6

2009
3916
792.1
24
228.5
13.9
19
10.7
11.8
15.8
121
36.2
124.1
108.2
176.2
107.1
3123.9
1045.3
822.1
202.4
82.3
85.7
86.1
56.8
53.7
27.5
54.8
18.1
589

2010
4180.3
818.8
25.1
230.3
15.3
24.9
10.2
10.9
17.2
119.8
31.9
124
123.8
177.8
112.7
3361.5
1188.5
818.3
241.9
68.5
120.3
89.6
59.9
57.3
27.9
53.9
18.7
616.6

2011
4449.6
834.4
235
246.6
14.9
25.9
8.6
14.2
19.8
129.3
33.9
121.9
124.6
182.2
1121
3615.1
1314.5
922.2
227.4
95.7
126.2
80.2
61.1
59.3
29.3
65

20
614.2

2012
4626.8
827.8
235
238
15.1
29.9
6.7

7

19.9
125.2
34.2
121.9
122.7
173.3
125
3798.9
1481.7
939.2
227.2
95.4
131.3
80.3
63.3
59.5
30.3
54.1
23
613.7

2013
4842.1
814.8
22.8
242
15.2
28.9

7

12.2
15
116.2
47.5
119.1
127.4
159.1
121.6
4027.3
1614.2
1001.4
228

99
126.6
83.4
64.9
61.9
31.7
56.7
26.6
632.9

Diinya genelinde 2012’ ye kadar artis gosteren gay fiyatlari 2012 yili sonrasinda %2-5

oraninda yillk dislis gostermistir [35]. Diinya genelindeki bu diisliise ragmen llkemizde

yas ¢ay fiyati daha onceki yillarda da %10 oranlarinda artis géstermis olup 2012 yilinda

%12.2 ve 2013 yilinda %11.8 artisla 1.23 TL olmustur [36], [37], [38], [39].

Cay, gecirdigi proseslere gore farklilik gosteren cesitlere ayrilir. Bunlar genel olarak

yesil cay, siyah cay ve Oolong cayi olsa da daha farkli siniflandirmalar da mevcuttur. Bu

siniflandirmalarda farkh olarak instant (6z cay) [40], kirmizi cay, beyaz cay, ve Pu’erh

cayl bulunmaktadir [41]. Bu kadar ¢esidi bulunan cayin diinyada en ¢ok siyah cesidi
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tuketilmektedir. Camellia sinensis bitkisinin tomurcuk ve yapraklarinin islenmesiyle

elde edilen ¢aydan, uygulanan isleme gore farkh cay cesitleri elde edilir [42].

Cay yapraklan (Camellia sinensis)

Polifenoller (cogunlukla katesinler)

/\

Kismi soldurma Kapali ortamda soldurma
L w
Buharlama Kivirma
L w
E Folifencloksidaz
Kivirma ve kurutma ermentasyon = .
eTkizi
l L ]
Son firinlama son firnlama

| ..

. Yesil cay I Siyah cay I

Okside olmamis fenolik Okside olmug fenolik
bilesenler/ katesinler bilesenler/ teaflavinler,
(EGLCG, EGC, ECG, EC) tearubiginler

Sekil 2.2 Yesil ve siyah gayin islem farkliliklari ve bunun polifenol igerigine etkisi [33].
(EGCG= Epigallokatesin gallat, EGC= Epigallokatesin, ECG= Epikatesin gallat, EC=
Epikatesin)

Yesil cay, toplandiktan sonra kurutma asamasinda oksidasyon engellenir. Fermente
olmamis ¢ay yapraklarindan hazirlanan yesil cay, cay cesitleri arasinda insan sagligina
maksimum pozitif etkisi bulunan yararl bilesenlerce zengindir [41]. icerigindeki katesin
miktari yetistirildigi bélgenin 6zelliklerine, cayin cinsine, gordigu prosese ve hazirlanisi

gibi sebeplerle degiskenlik gosterebilmektedir [43].
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Siyah cay, diinya cay Uretiminin yaklasik olarak %72’ lik bir payina sahiptir. Uretim
esnasinda EGCG antioksidanlarinin buylk bir kismi oksidasyona maruz kalsa da siyah

cay, flavonoidler gibi yiksek miktarda antioksidan icerigi ihtiva etmektedir [41].

Oolong cayi, kismi fermentasyon uygulanmis cay cesididir. Yesil cay ve siyah cayin
aroma ve saghk karakteristiklerini iceren Oolong c¢ayi, muhteviyatindaki ylksek
miktarda antioksidan ile cild saghg ve yaslanma prosesine olumlu etkisi bulunmaktadir

[41].

Beyaz cay, Uretim asamalarindaki islem ve kullanilan yapraklar bakimindan siyah ve
yesil caydan farkhdir. islem olarak sadece soldurma ve kurutma uygulanir, kivirma
islemi uygulanmaz. Fermentasyona tabii tutulmaz. Uretimde cay bitkisinin tepe
tomurcugu ve olgunlasmamis yapraklar kullanilir. Diinyada en distk miktarda Uretilen
cay cesididir [40]. Minimum diizeyde isleme maruz kaldigindan dolayi beyaz cay, diger
cay cesitleriyle kiyaslandiginda en yilksek antioksidan ve en disik kafein seviyesine

sahiptir [41].

Kirmizi cay, kdkeni Gliney Afrika’ da goriilen bodur agaclara dayanan, iceriginde dogal
olarak kafein bulunmayan bir ¢ay cesididir. Kafein bulundurmamasi sebebiyle hamile
veya emziren bayanlar icin giizel bir icecek tercihidir. Bir diger ismi de Rooibos cayi

olan kirmizi ¢ay, yiksek miktarda antioksidan ihtiva eder [41].

Pu’erh ¢ayl, gay bitkisinin blylk yapraklarindan senenin herhangi bir vakti hasat
edilebilmektedir. Siyah cay ile aralarinda proses farki bulunmamasina ragmen kendisini

Ozel kilan sebep ise proses sonrasi yigin halinde yillandirilmasidir [41].

2.2 Biyoaktif Bilesenlerin Ekstraksiyonu

Katesin bilesenlerinin ekstrakte edilmesinde sivi-sivi ekstraksiyon ve kati-sivi
ekstaksiyon olmak Uzere ekstraksiyon prosedirleri siniflandirilmaktadir. Sivi-sivi
ekstraksiyon, sulu iki fazin ekstrakte edilmesi esasina dayanirken kati-sivi ekstraksiyon
kati fazi ekstraksiyonu, sliperkritik CO. ekstraksiyonu, konvensiyonel c¢o6zeltiyle
ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve ultrason destekli ektraksiyon esasina

dayanmaktadir [44].
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Konvensiyonel solvent ekstraksiyon, ekstrakte edilmek istenen bilesenin en yiksek
seviyede ¢6zUndUgu diger istenmeyen bilesenlerin ise en disik seviyede ¢ozliindigu
uygun bir ¢ozliciniin materyalle karistirilmasi ve ¢ozliclinln bilesene niifuz edebilecegi
sure kadar beklemenin yapildigi bir ekstraksiyon ¢esididir. Ekstrakte edilecek bilesen ve
ekstrakte edilen materyale bagh olarak bu islem ¢ok farkl sekillerde ve cihazlarla
yapilabilmektedir. Bunlarin en bilinenlerinden bir tanesi olan soksalet ekstraktor kati ve
yari kati numuneler icin uygun bir cihazdir. Soksalet ekstraktori en eski ekstraksiyon
yontemlerinden biri olmasina ragmen hala yaygin bir sekilde kullanim alanina sahiptir

[45].

Ultrason 20 kHz frekansin lzerinde olan ve insan kulagl tarafindan duyulamayan
mekanik bir dalga olup, gida proseslerinde inaktivasyon, homojenizasyon,
emulsifikasyon, kesme ve ekstaksiyon gibi amaglarla kullaniimaktadir. Ultrason
yardimiyla ekstraksiyon isleminde, bu ses dalgalari kavitasyon esasina dayanan etki
mekanizmasiyle ekstrakte edilmek istenen materyaldeki hicrelerin daha hizli bir
sekilde pargalanmasina sebep olarak ekstrakte edilecek bilesenin serbest kalmasina
sebep olmaktadir. Ayrica ultrason materyalde sikma ve gevseme gibi bir fiziksel etkiye
sebep olarak ¢Ozlicinin materyale daha iyi nifuz etmesine sebep olmakta ve
ekstraksiyon isleminin daha verimli bir sekilde gerceklesmesine sebep olmaktadir.
Ultrason islemi tek basina bir ekstraksiyon islemi olmayip, ekstraksiyon isleminde
yardimci bir proses olarak kullanilmaktadir [46]. Boylece geleneksel ekstraksiyon

yontemlerindeki siire ve ¢oziicl kayiplari azaltilmasi amaclanmaktadir [47].

Karbondioksit toksik olmayan bir bilesen olup ¢evre dostu ¢ozicl olarak
tanimlanmaktadir. Stperkritik karbondioksit (SC-CO;) yonteminde 31,1°C ve 73.8 bar
kritik bir nokta kabul edilmekte olup tlimli sartlarda ekstraksiyona izin vermektedir.
Fenolik polar karakterde oldugu icin karbondioksit uygun bir ¢oziici olarak kabul
edilmemekte olup bu problemin asilmasi icin etanol ve su gibi solventlerin
kullanilmasina ihtiya¢c duyulmaktadir [44], [48], [49]. Fenolik bilesiklerinin ekstrakte
edilmesinde optimum kosullarin 200 bar, 60°C ve 60 dakika oldugunu rapor etmistir

[50].
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Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon yontemi mikrodalga enerjisiyle, akiskanlarda
¢Ozlinebilen bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanilan glincel bir teknolojidir. Bu
teknolojinin dayandig prensip, iyonlarin iletimi ve dipol donme yoluyla mikrodalganin
direkt etkisidir. Uygulamalarda bu iki mekanizmanin es zamanl olarak meydana geldigi
gorllmustir [45]. Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi, ekstraksiyonun geleneksel
yontemlere gore daha segici ve hizli olmasini saglar [51]. Ayrica ekstraksiyon siresini

kisaltmasinin yaninda kullanilan solvent miktarini 6nemli 6lctide azaltmaktadir [52].

Yesil cay, cok eski zamanlardan itibaren ilag ve saghkli bir icecek olarak
degerlendirilmektedir. Geleneksel Cin tibbinda bu bitkiyi basagrilari, vicut agrilari,
sindirim, depresyon ve detoksifikasyon icin onerilmistir. Yesil cay yapraklari ksantik
bazlar (kafein ve teofilin), esansiyel yaglar ve Ozellikle polifenolik maddeler olmak
Uzere insan sagligl tzerinde etkili 3 ana bilesen icermektedir. Kafein sinir sistemine etki
ederek uyanikhk stimile eder, fikir ¢cagrisimini kolaylastirir ve yorgunluk hissini azaltir
[53]. Yesil caydaki esansiyel yaglar, esansiyel yag oOzelliklerinin yaninda sindirime
katkida bulunmaktadir. Fakat vyesil cayin dikkati c¢eken esas 0Ozelligi icerdigi
polifenollerdir. Bu polifenoller dnemli biyolojik 6zellikler gostermekle beraber glgli
birer antioksidandirlar. Yesil cay polifenolleri reaktif oksijen ve nitrojen tirlerini
siplirerek ve redoks-aktif gecis metal iyonlarini ¢elatlayarak antioksidan aktivite
gostermektedir. Ayni  zamanda indirekt olarak redoks-hassas transkripsiyon
faktorlerinin yikimiyla, pro-oksidan enzimlerin yikimiyla ve antioksidan enzimleri

tetiklemesiyle antioksidan etki gosterirler.

Gunlmuzde hicresel yaslanmayi geciktirme ve kanser hicrelerinin gelisimini inhibe
ederken normal hiicrelere negatif etkisi bulunmayan diyet komponentleri popllerite
kazanmistir. Bu baglamda yesil cayin roli kansere karsi sagladigi korumanin hicre
kiltlrleri ve hayvan modellerinde gozlenmis olmasindan dolayi ilgi ¢cekicidir. Hayvanlar
Uzerinde yapilan calismalarda yesil cay, deri, karaciger, agizici, bogaz, mide, akciger,
bobrek, prostat ve diger organlarda karsinojenezi inhibe ettigi gortlmdistur [54], [55],
[56], [57]. Yesil cay kansere karsi etkisi in vivo, invitro ve epidemiyolojik bircok calisma
ile kabul edilmistir. Ozellikle EGCG’ nin kanser hiicrelerinin gelisimi tizerine inhibe edici
etkisi vardir. EGCG antioksidan, antimutajenik ve kemo-koruyucu ozellikleriyle
antikanser potansiyeline sahiptir [58], [59].
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2.3 Biyoaktif Bilesenlerin Saflagtirilmasi

Caydan biyoaktif bilesenlerin saflastiriimasi birka¢ basamakli bir prosesten
olusmaktadir. Oncelikle cay katesinleri sivi- sivi ekstraksiyonu ile elde edilir. Ardindan
bu elde edilen ¢ay ekstraktlari adsorpsiyon izotermleri gikarilarak ileri saflastirma igin
kolon kromatografisine hazirlanir. izotermler ile kolon kromatografisinde kullanilacak
parametreler elde edilir. Son asama olarak da uygun kosullarda kolon kromatografisiyle

katesinler ve kafein birbirlerinden ayrilir [60], [61].

Kolon kromatografisi dncesinde ¢ikartilan izotermler Freundlich, Langmuir ya da
Dubinin-Radushkevich modelleri ile degerlendirilebilir. Bu modellerden Freundlich
modeli, lineer olmayan modeller igerisinde en vyaygin kullanilan modeldir.
Adsorpsiyonun adsorban konsantrasyonuna bagh degisimini aciklamak igin
kullanilmaktadir. Freundlich modelinde heterojen yilizeyde her madde ayri sicaklikta
adsorbe olmaktadir. Ayrica konsantrasyon arttikga adsorbsiyon kapasitesi de
artmaktadir. Adsorban maddenin yiizeyi 6rtlildigl icin yiksek kosantrasyonlarda iyi
sonu¢ vermeyebilir. Langmuir modeli ise, kati ylizeyin homojen oldugu ve adsorbe
olmus molekiiller arasinda bir etkilesim olmadigi kabul edilmektedir. Ayrica Langmuir

modelinde adsorbe olan madde tek katman olusturabilmektedir [62], [63].
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Hammadde olarak CAYKUR’ a ait 2013 yili Antik-2 ve Kardelen yesil ¢ay nevileri
kullanilmistir. EDTA (Ethylenediaminetetraasetikasit disodyum tuzu, dihidrat) (ACS
ayar, 299%), L-askorbik asit (98%), (+)-katesin (C) (299.0%), gallik asit monohidrat (GA)
(2 98.0%), kafein (299.0%), (-)-epikatesin (EC) (298%), (-)-epikatesin gallat(ECG) (298%),
(-)-epigallokatesin (EGC) (295%), (-)-epigallokatesin gallat (EGCG) (295%), (-)-
gallokatesin (GC) (298), (-)-gallokatesin gallat (GCG) (298), kimyasallari HPLC analizinde
kullanilmak {zere Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan, HPLC safliginda asetonitril,
metanol ve asetik asit JT Bakers (ABD), VWR (Belgika), Sigma-Aldrich (ABD)
firmalarindan satin alinmistir. Bitiin deneylerde Millipore saf su cihazindan (Milli-Q
A10, Fransa) elde edilen Milli-Q-ultra saf su kulllanilmigtir. Calismada kullanilan
adsorban recineleri ve 6zellikleri Cizelge 3.1’ de belirtilmistir. Kullanilan Polyamid CC6
adsorbani Machereyh- Nagel GmbH & Co. KG (Dlren- Almanya) firmasindan temin

edilmistir.
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Gizelge 3.1 Kullanilan adsorban regineleri ve 6zellikleri

Ticari ismi Yapisi Ylizey | Gozenek Gozeneklilik | Partikdl Yogunlugu
alani capi(A) boyutu (g/mL)
mL,
(m?/g) (mt/e) (mm)
Amberlite XAD-4 SDVB 725 20 0.98 0.3-1.2 1.02
Amberlite XAD-7 Akrilik 450 45 1.14 0.3-1.2 1.24
Amberlite XAD-16N | SDVB 800 50
Polyamide CC6 poliamid 0.05-0.16 0.25
Diaion HP20 stiren 590 290 1.3 0.250 0.68
Diaion HP 2MG Akrilik 870 70 1.5 0.250 0.685
Sephadex LH 20 Hydroxypropyl | 500 30-80 - 0.025-0.1 -
ated, Cross-
linked dextran
Silika jel inorganik 400- 60-90 0.75 0.063-0.2 0.87
500
Aktif komdr Organik 750 1.5 0.005
karbon
Yapay zeolit inorganik 30-60 | 20-40 2.10-2.47

3.2 Yontemler

3.2.1 Yanit Yiizey Yontemi

Calismada katesin ve kafein ekstraksiyon optimizasyonunda Yanit Yiizey Yontemi

(Response Surface Methodology, RSM), deneysel tasarimda ise Merkezi Kompozit

Tasarim (Central Composit Design, CCD) kullaniimistir. Design Expert 9.0.6 programi,

deneysel tasarimla elde edilmis verilerin regresyon analizinde ve Denklem 3.1 ile ilgili

hesaplamalarda kullaniimistir.

Klasik ekstraksiyonda bagimsiz degiskenler sicaklik (X1), stire (X2) ve su: cay orani (X3)

olarak belirlenmistir. Ultrasonik ekstraksiyonda ¢oziicli olarak sadece su kullanildiginda

bagimsiz degiskenler sicaklik (X1) ve slire (X2), etanol: su karisimi kullanildiginda ise

bagimsiz degiskenler sicaklik (X1), sire (X2) ve etanol: su orani (X3) olarak

belirlenmistir. Bagimh degisken ise ekstraksiyonlarda EGCG miktaridir.
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degiskenlerin kodlu ve kodlu olmayan degerleri klasik ekstraksiyon igin Cizelge 3.2’ de,

¢ozgen olarak su kullanilan ultrasonik ekstraksiyon icin Cizelge 3.3’ de, etil alkolin

kullanildigi ultrasonik ekstraksiyon igin Cizelge 3.4’ de belirtilmistir.

Cizelge 3.2 Klasik ekstraksiyon icin bagimsiz degiskenlerin degerleri

Faktor Seviyeleri

Bagimsiz Degiskenler En Diisiik Disik | Merkez | Yiksek En Yiksek
(-1.682) (-1) (0) (+1) (+1.682)
Sicakhk-°C (X1) 72 75 80 85 88
Sire- dk (X2) 5 15 30 45 55
Su: gay orani- ml: g (X3) 12 15 20 25 28

Cizelge 3.3 Ultrasonik ekstraksiyon icin bagimsiz degiskenlerin degerleri (Cozgen= su)

Faktor Seviyeleri

Bagimsiz Degiskenler En Duisiik Diisik | Merkez | Yiiksek En Yiiksek
(-1.414) (-1) (0) (+1) (+1.414)
Sicakhk-°C (X1) 66 70 80 90 94
Sure- dk (X2) 18 30 60 90 102

Cizelge 3.4 Ultrasonik ekstraksiyon icin bagimsiz degiskenlerin degerleri (Cozgen= etil

alkol su karisimi)

Faktor Seviyeleri

Bagimsiz Degiskenler En Disiik Disik | Merkez | Yiksek En Yiiksek
(-1.682) (-1) (0) (+1) (+1.682)

Sicakhk-°C (X1) 20 30 45 60 70

Sure- dk (X2) 10 30 60 90 110

Etil alkol: su orani- (X3) 6 20 40 60 74
3 3 5 2 3

Z:/BO+ZIBiXi+ZIBiiXi +ZZIBinin+80 (3.1)
i—1 i—1 i1 j-1

Denklem 3.1’ de verilen polinomiyel denkleme gore modeller belirtilmistir. Denklem

3.1 de Z bagimli degisken, X bagimsiz degisken, ﬂo bagimsiz degisken katsayisi, ﬂi

birinci dereceden denklem katsayisi, ﬂii ikinci dereceden denklem katsayisi, ﬁij iki

faktorll ¢apraz interaksiyon katsayisi, €, deneysel hatadir.
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3.2.2 Klasik Ekstraksiyon

Oncelikle cay boyutunun ekstraksiyon verimine etkisini anlamak icin yesil cay numunesi
elenerek 0.35-0.8 mm, 1-1.25 mm ve 2 mm Ustl olmak Uzere 3 farkli cay boyutuna
ayrilmistir. Her ¢ay boyutu igin 80°C sicakhk, 30 dakika stire ve 200gr: 4000ml ¢ay: su

orani kosullarinda ekstraksiyon yapilmis ve kullanilacak ¢ay boyutuna karar verilmistir.

Klasik ekstraksiyon galismalari sicakhk ayarli, ¢alkalamali su banyosunda 100 rpm
(Revolutions per minute) ¢alkalama devrinde, 5 It’ lik erlene 4 It istenilen sicakhkta saf
su ve istenen miktarda ornek katilarak yapilmistir. Kullanilan sicaklik, siire ve cay

miktari Cizelge 3.2" de belirtilmistir.

3.2.3 Ultrasonik Ekstraksiyon

Ultrasonik ekstraksiyon c¢alismasinda oncelikle 6n ¢alisma vyapilarak sistemin
uygunlugu, c¢ozicl: cay orani, amplitude(genlik) degerleri belirlenmistir. Yapilan
denemelerde 1: 25 su: ¢ay orani ve 75 amplitude degerleri uygun bulunmustur. Cézgen
olarak suyun kullanildigi galismalarda 600 ml deiyonize suya 24 gram g¢ay eklenip
belirlenen siire ve sicakliklarda ultrason uygulanmistir. Elde edilen ekstrakt bez
yardimiyla suziilerek katesin ekstrakti hazirlama asamasina gegilmistir. Cozgen olarak
etil alkol su karisiminin kullanildigi ¢alismalarda da suya benzer sekilde 600 ml ¢dzgen
karisimina 24 gram cay ilave edilerek belirlenen siire ve sicaklikta islem uygulanmistir.
Uygulama sonrasinda yine bez yardimiyla ekstrakt stzilip bir sonraki asamaya hazir
hale getirilmistir. Ultrasonik ekstraksiyonda kullanilan sicaklik, siire ve etil alkol: su
oranlari Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’ de belirtilmistir. Calismalar UIP2000hd model

Heischer marka ultrasonik islemcisi ile batch sistemde yapilmistir.

3.2.4 Toz Katesin Ekstrakti Eldesi

Toz katesin ekstrakti hazirlamak icin dncelikle yesil ¢cay kullanilarak suyla ekstraksiyon
yapilmis, ekstrakt stztlmds, cay yapraklarindan ayrilmis, daha sonra seramik membran
filtrasyon ile tortularindan ayrilmistir. Sulu yesil cay ekstrakti 1: 1 oranda etil asetat ile
ayirma hunisinde calkalanarak, katesinlerin ve kafeinin etil asetat fazina ge¢mesi

saglanmistir. Etil asetat, su ile faz ayrimi yaptigi icin su ve etil asetat fazlari birbirinden
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ayrilmis, su fazi 2 kez daha 1: 1 oranda etil asetat ile karistirilarak fazlar birbirinden
ayrilmistir. Emiulsiyon olustugu durumlarda doymus tuz ¢ozeltisi eklenerek, emiilsiyon
kirtlmis ve faz ayirimi saglanmigtir. Etil asetat fazlari toplanmis, rotary evaportorde 230
mBar vakum altinda, 50°C' de etil asetat ugurulmustur. Geriye kalan kati yapiskan
yapidaki ekstrakt bir miktar suda ¢ozlndlrilmis ve su vakum etliivde 50°C' de tekrar
ucurulmus, icerigi Cizelge 3.5’ da gosterilen kati yapidaki katesin ekstrakti (Sekil 3.1)

elde edilmistir.

Cizelge 3.5 Toz katesin ekstrakti icerigi. (GA= Gallik asit, GC= Gallokatesin, EGC=
Epigallokatesin, C= Katesin, CAF= Kafein, EC= Epikatesin, EGCG= Epigallokatesin gallat,
GCG= Gallokatesin gallat, ECG= Epikatesin gallat)

icerik g8/100g
GA 0.074
GC 2.647
EGC 14.453
C 0.491
CAF 10.882
EC 4.155
EGCG 32.293
GCG 2.888
ECG 5.765
Toplam katesin 62.69
Nem 7.48
Kal 0.27
Toplam Azotlu

Madde 19.13
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Sekil 3.1 Katesin ekstrakti goriinim

3.2.5 Katesinlerin HPLC Analizi

Kafein ve katesinlerin tanimlanmasinda 14502-2 ISO metodu kullaniimistir [64]. HPLC-
UV (Shimadzu, Japonya) ile 6rnek ve standartlar arasindaki pik alaninin karsilastirilmasi
sonucunda kafein ve katesinlerin miktarlari saptanmistir. Sivi cay ekstrakti, 40 ml sivi
ekstrakt 50 ml’ lik ekstraksiyon tipine konarak 10 dakika 3,500 rpm’ de santrifiij
edilmis ve Ust fazdan 1 ml 10 ml’ lik balon jojeye alinmistir. Ardindan stabilizasyon
¢ozeltisi kullanilarak 10 ml’ ye tamamlanarak vortekslenmis ve seyreltik numuneden 1
ml alinarak HPLC-UV cihazinda 278 nm dalga boyunda analiz gergeklestirilmistir. Toz
katesin ekstrakti, 0.10 gr ekstrakt 10 ml balonjojeye tartilmis, stabilizasyon c¢ozeltisi
kullanilarak 10 ml’ ye tamamlanarak vortekslenmis ve ¢o6ziindlriilen numuneden 1 ml
alinarak 10 ml’ lik balonjojede stabilizasyon ¢oOzeltisi kullanilarak seyreltilmistir.
Seyreltik numuneden 1 ml alinarak HPLC-UV cihazinda 278 nm dalga boyunda analiz
gerceklestirilmistir. HPLC analiz sistemi su sekildedir: enjeksiyon hacmi 10 pl, Eclipse
Plus Phenyl-Hexyl HPLC kolon (250 mm X 4.6 mm, 5 um), 35°C + 0.5 °C kolon sicakligi,
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mobil faz A = %9 asetonitril (v/v), %2 asetik asit (v/v), 20 pg/ml EDTA, mobil faz B =
%80 asetonitril (v/v), %2 asetik asit (v/v), 20 ug/ml EDTA, lineer gradyan akisi: ilk 10
dakika %100 A, 10-15 dakikalar arasi %68 A ve %32 B'ye ulasacak, 15-25 dakikada %68
A ve %32 B, daha sonra 35. dakikaya kadar %100 A, 1 ml/ dk akis hizi. UV detektor

dalgaboyu 278nm’ dir.

mi

Detecror A- 278nm

2500

2000

1500

ECG

1000 E

500+ g

Mmif

Sekil 3.2 Katesin ve kafein pikleri. (mV= Milivolt, GA= Gallik Asit, GC= Gallokatesin,
EGC= Epigallokatesin, C= Katesin, CAF= Kafein, EC= Epikatesin, EGCG= Epigallokatesin
gallat, GCG= Gallokatesin gallat, ECG= Epikatesin gallat)

3.2.6 Adsorpsiyon Testleri

Adsorbanlar calismaya hazir hale gelmeleri icin 6n hazirhk prosediiriine tabii
tutulmustur. 50 gr adsorban 500ml’ lik behere alinarak 400ml metanol ile 1-2 dk
karistinlmistir. 15 dk bekletildikten sonra metanol dokilmis ve yerine deionize saf su
eklenerek 5-10 dk karistirilmistir. Deionize saf su dokillp islem yine deionize saf su ile
islem tekrarlanmistir. Ardindan deionize saf su dokiliip absorban kaba filtreden
stzUlmastir. Filtrede kalan adsorbanlar 35°C’ de vakum etlivde nemi giderililerek
desikatore alinmis ve kullanima hazir halde bekletilmislerdir. Adsorban cozeltileri

hazirlanan toz katesin ekstrakti ile dengelendi.
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3.2.6.1 Adsorpsiyon Galismalari

Adsorpsiyon izotermlerinin gikarilmasinda kullanilacak ekstrakt miktarina én ¢alismalar
yapilarak karar verilmistir. 1 gr adsorbanin adsorplama kapasitesini ve dengeye ulastigi
sureyi gorebilmek igin 500 ml erlen icine farkh miktarlarda (1, 0.1, 0.05 ve 0.01 g.)
katesin ekstrakti ve 200 ml su eklenerek, oda sicakliginda farkli sirelerde calkalama
yapitimistir. 1 gram katesin ekstrakti kullanilarak yapilan galismada, ekstrakt miktari
adsorban miktarina gore cok fazla gelmistir, 0.01 g. ekstraktla yapilan calismada ise
ekstrakt miktari cok az oldugundan HPLC pikleri ¢ok kisa c¢cikmis glivenilir sonug

alinamamistir. Calismalarda 0.05g katesin ektrakti kullanilmasi kararlastiriimistir.

Adsorpsiyon kapasite calismalari farkh sicakliklarda (25, 40, 60°C) ve degisen sirelerde
(0.5,1, 2, 3, 4,5, 6, 8aat) 500ml’ lik erlen (aliminyum folyo ile agizlari sikica kapatiimis
halde) igerisine 0.05g katesin 200ml deionize saf su ve 1 g adsorban eklenerek,
calkalamali su banyosunda 100rpm calkalamada yapilmistir. Su banyosundan alinan
orneklerden 1ml alinarak HPLC’ de katesin konsantrasyonlari belirlenmistir. Elde edilen
verilerle denge anindaki adsorpsiyon kapasitesi (3.2) esitligiyle bulunmustur.

_(C,-CV

e W (3.2)

Esitlikte 0, (mg bilesik/g kuru adsorban) denge anindaki adsorpsiyon kapasitesini, Co

ve Ce (mg/L) sirasiyla, bilesigin baslangic ve sivi fazdaki denge konsantrasyonunu, V

(L) yesil cay ekstraktinin hacmini ve W (g) kullanilan adsorbanin kuru agirligini ifade

etmektedir.

3.2.6.2 Adsorpsiyon izoterm Modelleri

Katesinlerin Amberlite XAD-4, Amberlite XAD-7, Amberlite XAD-16N, Diaion HP20,
Diaion HP2MG, Zeolit, Poliamide CC6, Silika, Aktif karbon ve Sephadex recineleri
Uzerindeki denge adsorpsiyonu Langmuir ve Freundlich izotermleri kullanilarak analiz

edilmistir.
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Langmuir izotermi
Adsorpsiyon izotermini tanimlamak igin kullanilan Langmuir modelinde (3.3) esitligi

kullaniimaktadir.

C__1 +[ijce (3.3)
qe QmKL Qm

Esitlikte Ce (mg/L) denge konsantrasyonunu, J, (mg/g) birim adsorbanin adsorpladig

katesin miktarini ifade etmektedir. Qm (mg/g) ve KL (L/mol) ise adsorpsiyon hizi ve

adsorpsiyon kapasitesine bagli Langmuir parametreleridir [65], [66].

Freundlich izotermi

Adsorpsiyon izotermini tanimlamak igin kullanilan Freundlich modelinde (3.4) esitligi

kullaniimaktadir.

Inq, :llnCeJrIn K, (3.4)
n

Freundlich sabiti (1) adsorpsiyonun heterojenligine, K; (mg/g(mL/mg)¥") adsorbanin

adsorpsiyon kapasitesine bagli parametrelerdir [65], [66].
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Ekstraksiyon Optimizasyonu

4.1.1 Klasik Ekstraksiyon

Gaykur’ dan temin edilen yesil ¢cay 6rneklerinin katesin ve kafein miktarlari HPCL ile
analiz edilmis ve 100 gram kuru maddede miktarlarina gore sirasiyla EGCG 6.9, EGC 3.1,
CAF 2.1, ECG 1.2, EC0.5,GC0.2, GCG 0.1, C0.06, ve GA 0.01 bulunmustur (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 Yesil cay 6rneklerinin katesin ve kafein miktarlari. (GA= Gallik asit, GC=
Gallokatesin, EGC= Epigallokatesin, C= Katesin, CAF= Kafein, EC= Epikatesin, EGCG=
Epigallokatesin gallat, GCG= Gallokatesin gallat, ECG= Epikatesin gallat)

Biyoaktif bilesen g/100 gram kuru
madde
GA 0.009
GC 0.236
EGC 3.121
C 0.060
CAF 2.152
EC 0.588
EGCG 6.979
GCG 0.195
ECG 1.257
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Cizelge 4.2 Cay tane buyukligune gore ekstraksiyon ¢alismasi (g/100 gram kuru

madde). (GA= Gallik asit, GC= Gallokatesin, EGC= Epigallokatesin, C= Katesin, CAF=

Kafein, EC= Epikatesin, EGCG= Epigallokatesin gallat, GCG= Gallokatesin gallat, ECG=

Epikatesin gallat)

Biyoaktif 0.35-0.8 mm boyuttaki 1-1.25 mm boyuttaki 2 mm Ustl boyuttaki

bilesen cayla yapilan cayla yapilan cayla yapilan
ekstraksiyon ekstraksiyon ekstraksiyon

GA 0.059 0.076 0.076

GC 0.230 0.265 0.237

EGC 2.386 2.382 2.322

C 0.0132 0.045 0.0151

CAF 1.677 1.754 1.690

EC 0.446 0.469 0.449

EGCG 3.427 3.693 3.421

GCG 0.127 0.162 0.148

ECG 0.563 0.640 0.572

Ekstraksiyon isleminde kullanilan ¢ayin tane boyutunun verime etkisine 3 farkh boyut
araliginda bakilmis ve 1- 1.25 mm boyutunda ozellikle EGCG ve CAF miktarlarinin
(sirasiyla, 3.6 ve 1.7 g/100 g kuru madde) yiiksek oldugu gozlenmistir. Lakin ¢ayin 1-
1.25 mm boyutlarinda elenmis halinin miktarinin az oldugu g6z éniinde bulundurularak

kullanilan boyut aralig1 1.0- 1.6 mm olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2)

Klasik ekstraksiyonda optimum ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi icin merkezi
kompozit tasarim deneyi yapilmistir. Maksimum EGCG ve CAF miktarlari géz oniinde
bulunduruldugunda 85°C sicaklik, 15 dakika sire, ve 1:25 cay- su orani sonuglari, 3.76
g/100 g km. EGCG ve 1.85 g/100 g km. CAF olmak tizere, en yiiksek bulunmustur.
Kullanilan su miktari ve nispeten daha disiik sicaklikta yaklasik verim gosteren 80°C
sicaklik, 30 dakika sire, ve 1:20 cay- su orani Design Expert programinda optimum

kosullar olarak belirlenmis ve uygulanmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 Klasik ekstraksiyon, merkezi kompozit tasarim deneysel sonuglari (g/100
gram kuru madde). (T= Sicaklik, t= Siire, S= Céziicii: Ornek orani, EGCG= Epigallokatesin
gallat, CAF= Kafein, EGC= Epigallokatesin, ECG= Epikatesin gallat, EC= Epikatesin, C=
Katesin, GCG= Gallokatesin gallat, GC= Gallokatesin, GA= Gallik asit)

Ornek | T,°C t, S, EGCG CAF EGC ECG EC C GCG GC GA
no dak. ml/g

1 80 30 20 3.56 1.70 2.21 0.59 0.42 0.06 0.22 0.32 0.02
2 80 30 20 3.57 1.71 2.22 0.59 0.42 0.05 0.24 0.32 0.02
3 75 15 15 2.98 1.55 1.89 0.50 0.35 0.04 0.11 0.23 0.01
4 85 15 25 3.76 1.85 2.26 0.64 0.40 0.07 0.29 0.36 0.02
5 85 45 15 3.72 1.80 2.12 0.67 0.42 0.08 0.48 0.51 0.02
6 75 45 25 3.38 1.60 2.12 0.55 0.40 0.06 0.19 0.29 0.02
7 85 45 25 3.41 1.51 1.81 0.62 0.39 0.08 0.44 0.45 0.02
8 75 45 15 3.25 1.40 2.16 0.54 0.39 0.06 0.19 0.28 0.01
9 80 30 20 3.45 1.54 2.03 0.58 0.41 0.06 0.23 0.31 0.02
10 85 15 15 3.21 1.40 1.84 0.54 0.36 0.06 0.21 0.28 0.02
11 75 15 25 2.95 1.39 191 0.48 0.37 0.05 0.13 0.22 0.01
12 80 30 20 3.43 1.55 2.06 0.57 0.43 0.06 0.21 0.30 0.02
13 80 30 12 3.29 1.46 1.74 0.55 0.35 0.05 0.23 0.30 0.02
14 72 30 20 2.98 1.37 1.91 0.45 0.31 0.05 0.15 0.23 0.01
15 80 30 28 3.57 1.57 1.76 0.53 0.39 0.06 0.23 0.28 0.02
16 80 5 20 2.48 1.25 1.62 0.41 0.32 0.03 0.10 0.18 0.01
17 80 30 20 3.70 1.51 1.83 0.63 0.39 0.08 0.47 0.45 0.02
18 80 30 20 3.45 1.59 1.94 0.59 0.40 0.06 0.27 0.32 0.02
19 80 55 20 3.40 1.45 1.83 0.62 0.39 0.06 0.36 0.39 0.02
20 88 30 20 3.70 1.51 1.83 0.63 0.39 0.08 0.47 0.45 0.02

Klasik ekstraksiyonda maksimum EGCG miktari icin optimum ekstraksiyon kosullari;
80°C sicaklik, 30 dakika siire ve 1:20 cay- su orani olarak belirlenmistir. Tirkmen [1]
tarafindan yapilan calismada maksimum verim 1:50 cay-¢Oziicli oraninda saglanmistir.

Bu oran laboratuvar kosullarinda optimum olarak goriilse de uygulamada pratik ve
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ekonomik olmasi agisindan 1:20 gibi daha diglk oranlar kullanilmasi uygun olacaktir.
Hanay [2] tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada ise optimum siire ve sicaklik sirasiyla
30 dk ve 100°C olarak bulunmustur. Ekstraksiyon verimiyle ilgili bir diger ¢alismada
Gudala [3] yesil caydan polifenol ve metilksantin ekstaksiyonu igin farkl sicaklik ve
sirelerde denemeler yapmistir. Kisa stireli denemelerde en iyi sonuclar 100°C’ de 8-10
dk olarak bulunurken, oda sicakliginda uzun siireli denemelerde 7 saate kadar polifenol
miktarinda artis gézlenmistir. Elde edilen bioaktif bilesenlerin miktari daha fazla olsa da
ylksek sicakhigin etkisiyle katesinler arasinda epimerizasyona sebep olabilecegi de

gozoniinde bulundurulmalidir.

Uzunalic ve arkadaslari [4] ile Row ve arkadaslarinin [6] yapmis olduklari calismalarda
elde edilen sonuglar da ¢alismamizda buldugumuz sonuglarla benzerlik géstermis olup,

en verimli ekstraksiyon kosullari 80°C sicaklik ve 20-40 dk siire olarak tespit edilmistir.

4.1.2 Ultrasonik Ekstraksiyon

Ultrasonik ekstraksiyonda klasik ekstraksiyonda oldugu gibi ¢ay boyutu olarak 1.0-1.6
mm araligindaki yesil cay 0.3- 0.5 mm araligina 6gutulerek kullanilmis olup, merkezi
kompozit tasarim 6ncesinde uygun amplitude ve su:cay orani (sirasiyla 75 ve 1:25)
denemelerle belirlenmistir. Merkezi kompozit tasarim deneyinde faktor olarak sicaklik
ve slire kullanilmistir. Elde edilen deneysel sonuglarda elde edilen bilesen miktari
acisindan en iyi sonuclari 80°C sicaklik ve 18 dakika sire degerleri vermistir (Cizelge

4.4).
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Gizelge 4.4 Ultrasonik ekstraksiyon, merkezi kompozit tasarim deneysel sonuglar,
birimler g/100 gram kuru madde' dir, (su:cay orani 25, ¢6zlci: su). (T= Sicaklk, t=
Sure, GA= Gallik asit, GC= Gallokatesin, EGC= Epigallokatesin, C= Katesin, CAF= Kafein,
EC= Epikatesin, EGCG= Epigallokatesin gallat, GCG= Gallokatesin gallat, ECG= Epikatesin

gallat)

Omek | T,°C | t,dk. | GA GC EGC C CAF EC EGCG | GCG | ECG
no

1 70 90 003 |039 [233 |007 |[204 |049 |425 |023 |O0.65
2 80 60 003 |052 [297 |009 |[215 |052 |495 |041 078
3 90 90 006 |130 |254 |019 |242 |048 |[440 |129 |o0.83
4 70 30 002 |029 |28 |013 |198 |047 |45 |014 |0.60
5 90 30 003 |055 |245 |014 |223 |040 |[434 |051 |0.73
6 80 60 003 |048 |28 009 |[207 |049 |48 |039 076
7 80 60 003 049 |278 |009 [209 |049 |481 |041 |077
8 94 60 006 |1.41 [232 |020 |[250 |049 |440 |138 |[084
9 80 60 003 |047 |275 |008 [209 |048 |474 |038 |[074
10 66 60 002 |029 |28 |006 |1.95 |048 |438 |013 |0.54
11 80 18 002 |033 [304 |007 |[207 |050 |[501 |021 [076
12 80 60 003 049 |28 009 |[215 |049 |48 |041 |0.80
13 80 102 004 |061 |246 |009 |[218 |045 |424 |051 |0.69
14 80 60 003 |048 |274 |008 |[207 |048 |490 |039 |0.75

Ultrasonik ekstraksiyon sistemiyle yapilan calismada, ¢6zlicli olarak su kullanildiginda
klasik ekstraksiyon sistemine gore daha fazla katesin suya gecmistir. Cizelge 4.4' de
klasik sistemde EGCG miktari 3.5-3.8 g/100 g iken, Cizelge 4.5' de ultrasonik sistemde
EGCG miktarinin 4.5-4.8 g/100 g oldugu gorulmektedir. Benzer seklide diger katesinler

ve kafein miktarinda da artis oldugu gérilmektedir.

Etil alkol ile yapilan devam calismalarinda, EGCG miktari agisindan en yiiksek sonug
60°C sicaklik, 90 dakika sire ve %60 etil alkol: su oraniyla 7.45 g/100g olarak
bulunmustur. Benzer bir sonug¢ 45°C sicaklik, 60 dakika siire ve %40 etil alkol: su

oranityla 7.43 g/100g olarak tespit edilmistir. Genel olarak etil alkolin elde edilen
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katesin ve kafein miktarlarini su ile yapilan galismaya gore yaklasik %50 oraninda

arttirdig1 goézlenmistir.
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Cizelge 4.5 Ultrasonik ekstraksiyon, merkezi kompozit tasarim deneysel sonuglar,
birimler g/100g kuru maddedir, (¢6ziici: cay orani= 25, ¢oziicu= etil alkol: su). (T=
Sicakhk, t= Stire, GA= Gallik asit, GC= Gallokatesin, EGC= Epigallokatesin, C= Katesin,
CAF= Kafein, EC= Epikatesin, EGCG= Epigallokatesin gallat, GCG= Gallokatesin gallat,
ECG= Epikatesin gallat)

Ornek | T, °C t, dak. EtoH:su, | GA | GC | EGC | C CAF | EC EGCG | GCG | ECG
no %

1 30(-1) 30(-1) 20(-1) 0.01 | 0.21 | 2.85 | 0.06 | 1.95 | 0.47 | 5.21 | 0.11 | 0.70
2 60 (1) 90 (1) 20(-1) 0.02 | 0.28 | 3.13 | 0.12 | 2.22 | 046 | 5.71 | 0.16 | 0.92
3 60 (1) 30(-1) 60 (1) 0.01 | 0.27 | 3.27 | 0.05 | 2.20 | 0.55 | 7.32 | 0.19 | 1.19
4 45 (0) 60 (0) 40 (0) 0.01 | 0.27 | 3.35 | 0.06 | 2.21 | 0.53 | 7.15 | 0.17 | 1.17
5 30(-1) 90 (1) 60 (1) 0.01 | 0.26 | 3.19 | 0.05 | 2.14 | 0.50 | 6.25 | 0.14 | 1.01
6 45 (0) 60 (0) 40 (0) 0.01 | 0.27 | 3.29 | 0.06 | 2.20 | 0.54 | 7.07 | 0.18 | 1.15
7 30(-1) 90 (1) 20(-1) 0.01 | 0.25 | 3.01 | 0.05 | 1.97 | 0.47 | 5.72 0.16 | 0.81
8 60 (1) 30(-1) 20(-1) 0.02 | 0.29 | 3.23 | 0.05 | 2.15 | 0.51 | 5.21 0.15 | 1.02
9 60 (1) 90 (1) 60 (1) 0.02 | 0.29 | 3.26 | 0.05 | 2.26 | 0.54 | 7.45 | 0.19 | 1.22
10 30(-1) 30 (-1) 60 (1) 0.01 | 0.24 | 2.94 | 0.05 | 2.02 | 0.50 | 6.26 | 0.16 | 1.04
11 45 (0) 60 (0) 40 (0) 0.01 | 0.27 | 3.22 | 0.06 | 2.17 | 0.54 | 6.99 | 0.17 | 1.14
12 45 (0) 60 (0) 40 (0) 0.01 | 0.28 | 3.37 | 0.06 | 2.31 | 0.57 | 743 | 0.19 | 1.21
13 45 (0) 60 (0) 74(1.682) | 0.01 | 0.27 | 3.25 | 0.05 | 2.21 | 0.55 | 7.19 | 0.19 | 1.08
14 45 (0) 10(-1.682) | 40(0) 0.01 | 0.24 | 3.00 | 0.05 | 2.06 | 0.50 | 6.21 | 0.16 | 1.01
15 20(-1.682) | 60 (0) 40 (0) 0.01 | 0.22 | 2.88 | 0.05 | 194 | 044 | 594 | 0.13 | 0.84
16 45 (0) 60(0) 6(-1.682) | 0.01 | 0.25 | 3.05 | 0.05 | 2.01 | 0.49 | 440 | 0.09 | 0.65
17 45 (0) 60 (0) 40 (0) 0.01 | 0.28 | 3.32 | 0.06 | 2.24 | 0.55 | 7.23 | 0.19 | 1.17
18 70(1.682) | 60 (0) 40 (0) 0.02 | 0.30 | 3.20 | 0.06 | 2.22 | 0.54 | 7.29 | 0.23 | 1.19
19 45 (0) 110(1.682) | 40 (0) 0.01 | 0.27 | 3.27 | 0.06 | 2.20 | 0.54 | 7.18 | 0.19 | 1.16
20 45 (0) 60 (0) 40 (0) 0.01 | 0.28 | 3.33 | 0.06 | 2.26 | 0.56 | 7.27 | 0.19 | 1.18
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Gahsmamizda ultrasonik ekstraksiyon ile maksimum EGCG miktari igin optimum
ekstraksiyon kosullari 75 amplitude, 80°C sicaklik, 18 dakika stre ve 1:25 g¢ay- su orani
olarak bulunmustur. Bu kosullar altinda yapilan ekstraksiyonda klasik ekstraksiyon
yontemine gore verimde %50 artis gozlenmistir. Bae ve arkadaslarinin [14] yapmis
olduklari galismada farkli ekstraksiyon yontemleri ve farkl gay gesitleri kullaniimis olup,
¢alismamiza benzer sekilde, ultrasonik ekstraksiyon yonteminin klasik ekstraksiyon
yontemine nazaran verimde %50’ den fazla artis gdzlenmistir. Aradaki verim farkinin
Bae ve arkadaslarinin [14] c¢alismalarinda su vyerine etanol kullanmalarindan

kaynaklandigi dustinilmektedir.

4.1.3 istatistiksel Analiz

Ekstraksiyon calismalarinin optimizasyonlari yanit yizey kuadratik modeline gore
yapilmis olup her bir bilesenin klasik ekstraksiyon ve ultrasonik ekstraksiyon icin

varyans analizi (ANOVA) sonuglari Cizelge 4.6 ile Cizelge 4.19 arasindaki cizelgelerde

verilmistir.
Cizelge 4.6 Klasik ekstraksiyonda EGCG ANOVA sonuglari
Serbestlik
Kareler Derecesi | Ortalamanin Probabilite
Kaynak Toplami | (DF) Karesi Fdegeri |(p)>F
Model 1.5 9 0.17 10.43 0.0015
A- Sicaklik 0.55 1 0.55 34.63 0.0004
B - Sure 0.42 1 0.42 26.49 0.0009
C-0Oran 0.047 1 0.047 2.97 0.1233
AB 0.036 1 0.036 2.29 0.1691
AC 2.45 1 2.45 0.15 0.7054
BC 0.061 1 0.061 3.84 0.0857
A? 4.11 1 411 0.26 0.6255
B? 0.36 1 0.36 22.83 0.0014
C? 3.57 1 3.57 0.22 0.6488
Kalinti (Residual) 0.13 8 0.016
Uyum Eksikligi
(Lack of Fit) 0.11 5 0.023 5.27 0.101
Hata 0.013 3 4.35
Dizeltilmis Toplam 1.66 19
R? 0.9215
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Elde edilen p degeri 0.05’ in altinda olmasi sonucun anlamli oldugunu ifade etmektedir.
Model EGCG igin 0.0015 probabilite ile anlaml bulunmustur. Bagimsiz degiskenlerden
A, B ve B2 dnemli degiskenler olarak belirlenmistir. Modelin determinasyon katsayisi
ise 0.9215 bulunmustur (Cizelge 4.6). Sekil 4.1’ de EGCG miktarinin ekstraksiyon
sicakhgl ve slresiyle degisimi gosterilmektedir. EGCG miktari sicaklik ve siireyle
artmakta olup EGCG degisimi ekstraksiyon siiresinin artmasiyla lineer degildir. Yiksek

sicaklikta stirenin artmasi elde edilen EGCG miktarinin azalmasina neden olmaktadir.

Design-Expent® Software

Factor Coding: Actual EGCG (9/1 00 g km)

EGCG (g/100 g km)
3.76

2.48

X1 = A sicaklik
X2 = B: sure

Actual Factor
C: su:cay orani = 20

B: sure (dak.)

72.00 75.20 78.40 81.60 84.80 83.00

A: sicaklik (C)

Sekil 4.1 Klasik ekstraksiyonda EGCG miktarinin sicaklik ve siireyle degisiminin contour

grafik gosterimi
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Gizelge 4.7 Klasik ekstraksiyonda EGC ANOVA sonuglari

Serbestlik

Kareler Derecesi | Ortalamanin Probabilite
Kaynak Toplami | (DF) Karesi Fdegeri |(p)>F
Model 0.25 9 0.028 39.01 <0.0001
A- Sicakhk 0.0024 1 0.0024 3.33 0.1054
B - Siire 0.032 1 0.032 44.34 0.0002
C-Oran 0.0011 1 0.0011 1.57 0.2462
AB 0.053 1 0.053 72.88 <0.0001
AC 0.0021 1 0.0021 2.92 0.1261
BC 0.078 1 0.078 107.65 <0.0001
A? 0.0011 1 0.0011 1.5 0.2558
B2 0.052 1 0.052 72.38 <0.0001
C? 0.039 1 0.039 54.13 <0.0001
Kalinti (Residual) 0.0058 8 0.0007
Uyum Eksikligi
(Lack of Fit) 0.004 5 0.0008 1.39 0.4187
Hata 0.0017 3 0.0006
Dizeltilmis Toplam 0.62 19
R? 0.9777

Model EGC icin 0.0001’ den disuk probabilite ile anlamli bulunmustur. Bagimsiz
degiskenlerden B, AB, BC, B? ve C? dnemli degiskenler olarak belirlenmistir. Modelin
determinasyon katsayisi ise 0.9777 bulunmustur (Cizelge 4.7). Sekil 4.2’ de EGC
miktarinin ekstraksiyon sicakhgi ve siresiyle degisimi gosterilmektedir. EGC miktari
EGCG’ ye nazaran daha farkli bir degisim gostermektedir. 77°C sicakhgin tizerinde ve 35

dakikanin altindaki ekstraksiyonlarda EGC miktari azalmaktadir.
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Design-Expert® Software EGC (9/1 00 g k.m )

Factor Coding: Actual 55
EGC (g/100 g km)
2.26

1.62

X1= A sicaklik
X2=B: sure

Actual Factor
C: su:cay orani = 20

B: sure (dak.)

72.00 75.20 78.40 81.60 84.80 83.00

A: sicaklik (C)

Sekil 4.2 Klasik ekstraksiyonda EGC miktarinin sicaklik ve stireyle degisiminin contour

grafik gosterimi

Cizelge 4.8 Klasik ekstraksiyonda ECG ANOVA sonuglari

Serbestlik

Kareler Derecesi | Ortalamanin Probabilite
Kaynak Toplami (DF) Karesi F degeri |(p)>F
Model 0.06 3 0.02 22.88 <0.0001
A- Sicaklik 0.036 1 0.036 41.24 <0.0001
B - Siire 0.024 1 0.024 44.34 0.0001
C-Oran 0.000005 1 0.000005 0.0055 0.9415
Kalinti (Residual) 0.012 14 0.0008
Uyum Eksikligi (Lack of Fit) 0.012 11 0.001 6.41 0.0764
Hata 0.0005 3 0.00016
Dizeltilmis Toplam 0.08 19
R? 0.8306

Model ECG icin 0.0001’ den disik probabilite ile anlamli bulunmustur. Bagimsiz
degiskenlerden A ve B oOnemli degiskenler olarak belirlenmistir. Modelin
determinasyon katsayisi ise 0.8306 bulunmustur (Cizelge 4.8). Sekil 4.3’ de ECG
miktarinin ekstraksiyon sicakhgi ve siresiyle degisimi gosterilmektedir. ECG miktari

sicaklik ve slireyle dogrusal olarak artis gostermektedir.
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Factor Coding: Actual
ECG (g/100 g km)

0.67

o4

X1 = A sicaklik
X2 =B: sure

Actual Factor
C: su:cay orani = 20

ECG (g/100 g k.m.)

B: sure (dak.)

75.20

78.40

A: sicaklik (C)

84.80

Sekil 4.3 Klasik ekstraksiyonda ECG miktarinin sicaklik ve stireyle degisiminin contour

grafik gdsterimi

Cizelge 4.9 Klasik ekstraksiyonda EC ANOVA sonuglari

Serbestlik

Kareler Derecesi | Ortalamanin Probabilite
Kaynak Toplami | (DF) Karesi Fdegeri |(p)>F
Model 0.014 9 0.0015 6.79 0.0064
A- Sicakhk 0.0027 1 0.0027 11.97 0.0086
B - Sire 0.0041 1 0.0041 18.36 0.0027
C-Oran 0.0008 1 0.0008 3.66 0.092
AB 0.00005 1 0.00005 0.22 0.65
AC 0.00005 1 0.00005 0.22 0.65
BC 0.0008 1 0.0008 3.55 0.0961
A? 0.0029 1 0.0029 13.03 0.0069
B2 0.0021 1 0.0021 9.6 0.0147
c? 0.0007 1 0.0007 3.15 0.1137
Kalinti (Residual) 0.0018 8 0.00022
Uyum Eksikligi (Lack of Fit) 0.0014 5 0.00028 2.1 0.2873
Hata 0.0004 3 0.00013
Dizeltilmis Toplam 0.02 19
R? 0.8842
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Model EC icin 0.0064 probabilite ile anlamli bulunmustur. Bagimsiz degiskenlerden A,
B, A% ve B2 6nemli degiskenler olarak belirlenmistir. Modelin determinasyon katsayisi
ise 0.8842 bulunmustur (Cizelge 4.9). Sekil 4.4’ de EC miktarinin ekstraksiyon sicakligi
ve slresiyle degisimi gosterilmektedir. EC miktari sicaklk ile ters, siire ile dogru orantili

olarak degisim gostermektedir.

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual EC (gl1 00 g km )

EC (g/100 g km)
0.43

0.31

X1 = A sicaklik
X2 =B: sure

Actual Factor
C: sucay orani = 20

B: sure (dak.)

A: sicaklik (C)

Sekil 4.4 Klasik ekstraksiyonda EC miktarinin sicaklik ve siireyle degisiminin contour

grafik gosterimi
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Gizelge 4.10 Klasik ekstraksiyonda CAF ANOVA sonuglari

Serbestlik

Kareler Derecesi | Ortalamanin Probabilite
Kaynak Toplami | (DF) Karesi Fdegeri |(p)>F
Model 0.15 9 0.016 4.19 0.028
A- Sicakhk 0.054 1 0.027 13.93 0.0058
B - Siire 0.015 1 0.015 3.89 0.0841
C-Oran 0.011 1 0.011 2.76 0.135
AB 0 1 0 0 1
AC 0.0018 1 0.0018 0.46 0.516
BC 0.018 1 0.018 4.63 0.0636
A? 0.0065 1 0.0065 1.68 0.2307
B2 0.041 1 0.041 10.44 0.012
C? 0.00049 1 0.00049 0.13 0.7314
Kalinti (Residual) 0.031 8 0.0038
Uyum Eksikligi (Lack of Fit) 0.02 5 0.0039 1.05 0.518
Hata 0.011 3 0.0037
Dizeltilmis Toplam 0.43 19
R? 0.8248

Model CAF igin 0.028 probabilite ile anlamli bulunmustur. Bagimsiz degiskenlerden A
ve B2 dnemli degiskenler olarak belirlenmistir. Modelin determinasyon katsayisi ise
0.8248 bulunmustur (Cizelge 4.10). Sekil 4.5’ de CAF miktarinin ekstraksiyon sicakhgi ve
suresiyle degisimi gosterilmektedir. Elde edilen CAF miktari sicaklik arttikca az da

azalma gostermektedir.
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Factor Coding: Actual CAF (9/1 00 g km)

CAF (g/100 g k.m.) ®
1.85

1.256

X1 = A sicaklik 45
X2 =B sure

Actual Factor
C: su:cay orani = 20

B: sure (dak.)

15

7200 75.20 73.40 &1.60 84.80 88.00

A: sicaklik (C)

Sekil 4.5 Klasik ekstraksiyonda CAF miktarinin sicaklik ve stireyle degisiminin contour

grafik gosterimi

Cizelge 4.11 Klasik ekstraksiyonda GCG ANOVA sonuglari

Serbestlik

Kareler Derecesi | Ortalamanin Probabilite
Kaynak Toplami | (DF) Karesi Fdegeri |(p)>F
Model 0.23 9 0.025 100.2 <0.0001
A- Sicakhk 0.13 1 0.13 522.07 <0.0001
B - Sire 0.073 1 0.073 289.65 <0.0001
C-Oran 0.00027 1 0.00027 1.09 0.3266
AB 0.0098 1 0.0098 39 0.0002
AC 0.00005 1 0.00005 0.2 0.6674
BC 0.0024 1 0.0024 9.75 0.0142
A? 0.0093 1 0.0093 37.24 0.0003
B2 0.00018 1 0.00018 0.74 0.4145
c? 0.00017 1 0.00017 0.71 0.4251
Kalinti (Residual) 0.002 8 0.00025
Uyum Eksikligi (Lack of Fit) 0.0014 5 0.00028 1.41 0.4131
Hata 0.0006 3 0.0002
Dizeltilmis Toplam 0.23 19
R? 0.9912

Model GCG icin 0.0001’ den dislik probabilite ile anlamh bulunmustur. Bagimsiz
degiskenlerden A, B, AB, BC ve A? dnemli degiskenler olarak belirlenmistir. Modelin

determinasyon katsayisi ise 0.9912 bulunmustur (Cizelge 4.11). Sekil 4.6° de GCG
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miktarinin ekstraksiyon sicakhgi ve siresiyle degisimi gosterilmektedir. Elde edilen GCG
miktari sicakhk ve siirenin artmasina bagh olarak artis gostermektedir. Bu da EGCG’ nin
ylksek sicaklik ve uzun streli ekstraksiyon kosullarinda epimerizasyona ugrayarak GCG’

ye donlstiglini gostermektedir.

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual GCG (gl1 OO g km)
GCG (g/100 g km)
0.48
01

X1 = A: sicaklik 45
X2 =B: sure

Actual Factor
C: su:cay orani = 20

B: sure (dak.)

72.00 75.20 78.40 8160 84.80 88.00

A: sicaklik (C)

Sekil 4.6 Klasik ekstraksiyonda GCG miktarinin sicaklik ve siireyle degisiminin contour

grafik gosterimi
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Gizelge 4.12 Klasik ekstraksiyonda GC ANOVA sonuglari

Serbestlik

Kareler Derecesi | Ortalamanin Probabilite
Kaynak Toplami | (DF) Karesi Fdegeri |(p)>F
Model 0.12 9 0.014 73.74 <0.0001
A- Sicakhk 0.066 1 0.066 356.88 <0.0001
B - Siire 0.046 1 0.046 248.18 <0.0001
C-Oran 0.00001 1 0.00001 0.059 0.8139
AB 0.005 1 0.005 26.95 0.0008
AC 0.00005 1 0.00005 0.27 0.6177
BC 0.0018 1 0.0018 9.7 0.0143
A? 0.0034 1 0.0034 18.32 0.0027
B2 0.0003 1 0.0003 1.63 0.2371
C? 0.00011 1 0.00011 0.59 0.4633
Kalinti (Residual) 0.0014 8 0.00018
Uyum Eksikligi (Lack of Fit) 0.0012 5 0.00025 2.96 0.2003
Hata 0.00025 3 0.00008
Dizeltilmis Toplam 0.13 19
R? 0.9881

Model GC icin 0.0001’ den disik probabilite ile anlamli bulunmustur. Bagimsiz
degiskenlerden A, B, AB, BC ve A? dnemli degiskenler olarak belirlenmistir. Modelin
determinasyon katsayisi ise 0.9881 bulunmustur (Cizelge 4.12). Sekil 4.7° de GC
miktarinin ekstraksiyon sicakligi ve suresiyle degisimi gosterilmektedir. Elde edilen GC
miktari sicaklik ve slirenin artmasina baglh olarak artis gostermektedir. Bu da EGCG’ nin
GCG’ ye donlsmesi gibi EGC' nin epimerizasyona ugrayarak GC' ye donistigini

gostermektedir.
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Design-Expert® Software GC (g/100 g k-m.)

Factor Coding: Actual
GC (g/100 g km.)
0.51

0.18

X1 = A sicaklik 5
X2 =B sure

Actual Factor
C: sucay orani = 20

B: sure (dak.)

7200 75.20 73.40 81.60 84.80 83.00

A: sicaklik (C)

Sekil 4.7 Klasik ekstraksiyonda GC miktarinin sicaklik ve siireyle degisiminin contour

grafik gosterimi

Cizelge 4.13 Klasik ekstraksiyonda C ANOVA sonuclari

Serbestlik

Kareler Derecesi | Ortalamanin Probabilite
Kaynak Toplami (DF) Karesi Fdegeri |(p)>F
Model 0.0027 9 0.0003 14.72 0.0004
A- Sicaklik 0.0012 1 0.0012 61.12 <0.0001
B - Sure 0.00089 1 0.00089 43.69 0.0002
C-Oran 0.00009 1 0.00009 4.83 0.0591
AB 0 1 0 0 1
AC 0 1 0 0 1
BC 0.00005 1 0.00005 2.45 0.1564
A? 0.00025 1 0.00025 12.05 0.0084
B2 0.00014 1 0.00014 6.81 0.0312
c? 0.000003 1 0.000003 0.18 0.6801
Kalinti (Residual) 0.00016 8 0.00002
Uyum Eksikligi (Lack of Fit) 0.00011 5 0.000022 1.36 0.4253
Hata 0.00005 3 0.000016
Dizeltilmis Toplam 0.0029 19
R? 0.9431

Model C icin 0.0004 probabilite ile anlamh bulunmustur. Bagimsiz degiskenlerden A, B,
A? ve B? dnemli degiskenler olarak belirlenmistir. Modelin determinasyon katsayisi ise

0.9431 bulunmustur (Cizelge 4.13). Sekil 4.8" de C miktarinin ekstraksiyon sicakhgi ve
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sliresiyle degisimi gosterilmektedir. Elde edilen C miktari GCG ve GC' de oldugu gibi
sicaklik ve slrenin artmasina bagh olarak artis gostermektedir. Bu da EC’ nin

epimerizasyona ugrayarak C’ ye donustigini gostermektedir.

Design-Expert® Software C (9/1 OO g km)

Factor Coding: Actual

C (g/100 g km.)
0.08
0.03

X1=A sicaklik
X2 =B sure

Actual Factor
C: sucay orani = 20

B: sure (dak.)

7200 75.20 78.40 81.60 84.80 88.00

A: sicaklik (C)

Sekil 4.8 Klasik ekstraksiyonda C miktarinin sicaklk ve sireyle degisiminin contour

grafik gosterimi

Cizelge 4.14 Ultrasonik ekstraksiyonda EGCG ANOVA sonuglari

Serbestlik

Kareler Derecesi | Ortalamanin Probabilite
Kaynak Toplami (DF) Karesi Fdegeri |(p)>F
Model 15.22 9 1.69 44.45 <0.0001
A- Sicaklik 1.5 1 1.5 39.32 0.0002
B - Siire 0.56 1 0.56 14.67 0.005
C-Oran 7.5 1 7.5 197.15 < 0.0001
AB 0.0021 1 0.0021 0.056 0.8197
AC 0.64 1 0.64 16.93 0.0034
BC 0.099 1 0.099 2.6 0.1454
A? 0.85 1 0.85 22.36 0.0015
B2 0.66 1 0.66 17.46 0.0031
c? 4.09 1 4.09 107.5 <0.0001
Kalinti (Residual) 0.3 8 0.038
Uyum Eksikligi (Lack of Fit) 0.2 5 0.041 1.21 0.4661
Hata 0.1 3 0.034
Dizeltilmis Toplam 15.59 19
R? 0.98
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Model EGCG icin 0.0001’ den disuk probabilite ile anlamli bulunmustur. Bagimsiz
degiskenlerden A, B, C, AC, A%, B? ve C? dnemli degiskenler olarak belirlenmistir.
Modelin determinasyon katsayisi ise 0.98 bulunmustur (Cizelge 4.14). Sekil 4.9’ de
EGCG miktarinin ekstraksiyon sicakhgi ve etil alkol oraniyla degisimi gosterilmektedir.
EGCG miktari ekstraksiyon sicakhgi ve etil alkol miktariyla artis gostermektedir, lakin bu
artis dogrusal degildir. Etil alkol kullanarak yapilan ekstraksiyonda EGCG bazinda verim

suyla ekstraksiyona nazaran yaklasik %50 artis gostermistir.

Pactor Cotrg Actl . EGCG (g/100 g km)
EG(;EE(QHDOQ kam)

44

X1=A: Sicaklik
X2=C% 57

Actual Factor
B: Sure =30

40

C: % (Etil alkol orani)

23

20 30 40 50 60 70

A: Sicaklik (°C)

Sekil 4.9 Ultrasonik ekstraksiyonda EGCG miktarinin sicaklik ve etil alkol oraniyla

degisiminin contour grafik gosterimi
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Gizelge 4.15 Ultrasonik ekstraksiyonda EGC ANOVA sonuglari

Serbestlik

Kareler Derecesi | Ortalamanin Probabilite
Kaynak Toplami (DF) Karesi F degeri |(p)>F
Model 15.22 9 1.69 44.45 <0.0001
A- Sicakhk 1.5 1 1.5 39.32 0.0002
B - Siire 0.56 1 0.56 14.67 0.005
C-Oran 7.5 1 7.5 197.15 <0.0001
AB 0.0021 1 0.0021 0.056 0.8197
AC 0.64 1 0.64 16.93 0.0034
BC 0.099 1 0.099 2.6 0.1454
A? 0.85 1 0.85 22.36 0.0015
B2 0.66 1 0.66 17.46 0.0031
c? 4.09 1 4.09 107.5 <0.0001
Kalinti (Residual) 0.3 8 0.038
Uyum Eksikligi (Lack of Fit) 0.2 5 0.041 1.21 0.4661
Hata 0.1 3 0.034
Dizeltilmis Toplam 15.59 19
R? 0.98

Model EGC icin 0.0001’ den disuk probabilite ile anlamli bulunmustur. Bagimsiz
degiskenlerden A, B, C, AC, A%, B?> ve C? 6nemli degiskenler olarak belirlenmistir.
Modelin determinasyon katsayisi ise 0.98 bulunmustur (Cizelge 4.15). Sekil 4.10" de
EGC miktarinin ekstraksiyon sicakligi ve etil alkol oraniyla degisimi gosterilmektedir.
EGC miktari ekstraksiyon siresine oldukca baghdir. 60 dakikalik ekstraksiyonda

maksimum verime ulasiimaktadir.
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Sekil 4.10 Ultrasonik ekstraksiyonda EGC miktarinin sicaklik ve etil alkol oraniyla

degisiminin contour grafik gosterimi

Cizelge 4.16 Ultrasonik ekstraksiyonda ECG ANOVA sonuglari

Serbestlik

Kareler Derecesi | Ortalamanin Probabilite
Kaynak Toplami (DF) Karesi Fdegeri |(p)>F
Model 0.56 9 0.062 44.09 <0.0001
A- Sicaklik 0.14 1 0.14 99.46 < 0.0001
B - Siire 0.005 1 0.005 3.6 0.0944
C-Oran 0.22 1 0.22 157.19 < 0.0001
AB 0.0028 1 0.0028 2.01 0.194
AC 0.0006 1 0.0006 0.44 0.5268
BC 0.00001 1 0.00001 0.0089 0.927
A? 0.039 1 0.039 28.14 0.0007
B2 0.011 1 0.011 7.81 0.234
c? 0.16 1 0.16 114.17 <0.0001
Kalinti (Residual) 0.011 8 0.0014
Uyum Eksikligi (Lack of Fit) 0.0085 5 0.0017 1.89 0.3188
Hata 0.0025 3 0.00008
Dizeltilmis Toplam 0.55 19
R? 0.98

Model ECG icin 0.0001’ den disuk probabilite ile anlamli bulunmustur. Bagimsiz
degiskenlerden A, C, A’> ve C? 6énemli degiskenler olarak belirlenmistir. Modelin

determinasyon katsayisi ise 0.98 bulunmustur (Cizelge 4.16). Sekil 4.11’ de ECG
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miktarinin ekstraksiyon sicakligi ve etil alkol oraniyla degisimi gosterilmektedir. ECG
miktari 30 dakikalik ekstraksiyon stresinde sicaklik ve etil alkol oranindaki degisimlerle

maksimuma ulasabilmektedir.

Factor Codng Acual ECG (g/100 g km)
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Sekil 4.11 Ultrasonik ekstraksiyonda ECG miktarinin sicaklik ve etil alkol oraniyla

degisiminin contour grafik gosterimi

Cizelge 4.17 Ultrasonik ekstraksiyonda EC ANOVA sonuglari

Serbestlik

Kareler Derecesi | Ortalamanin Probabilite
Kaynak Toplami (DF) Karesi F degeri |(p)>F
Model 0.023 9 0.0025 7.55 0.0046
A- Sicaklik 0.006 1 0.006 18.29 0.0027
B - Sire 0.0000038 1 3.8E-06 0.012 0.9167
C-Oran 0.0057 1 0.0057 17.37 0.0031
AB 0.00045 1 0.00045 1.35 0.2782
AC 0.00045 1 0.00045 1.35 0.2782
BC 0.0002 1 0.0002 0.6 0.4604
A? 0.0072 1 0.0072 21.68 0.0016
B2 0.0019 1 0.0019 6 0.04
c? 0.0019 1 0.0019 6 0.04
Kalinti (Residual) 0.0026 8 0.00033
Uyum Eksikligi (Lack of Fit) | 0.0021 5 0.00042 2.3 0.262
Hata 0.00055 3 0.00018
R? 0.89
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Model EC igin 0.0046 probabilite ile anlamli bulunmustur. Bagimsiz degiskenlerden A,
C, A2, B2 ve C? onemli degiskenler olarak belirlenmistir. Modelin determinasyon
katsayisi ise 0.89 bulunmustur (Cizelge 4.17). Sekil 4.12" de EC miktarinin ekstraksiyon
sicakligi ve etil alkol oraniyla degisimi gosterilmektedir. EC miktari EGC’ de oldugu gibi
30 dakikalik ekstraksiyon siiresinde maksimuma ulasamamaktadir. EC miktari 60
dakikalik ekstraksiyon siresinde etil alkol oranina bagh olarak maksimuma

cikabilmektedir.

Design-Exper® Softwa
Factor Codng Acual EC (9/100 g km)
EC (g/100 g km)
057
044

X1=A: Sicaklik
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Actual Factor
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A: Sicaklik (°C)

Sekil 4.12 Ultrasonik ekstraksiyonda EC miktarinin sicaklik ve etil alkol oraniyla

degisiminin contour grafik gosterimi
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Cizelge 4.18 Ultrasonik ekstraksiyonda GCG ANOVA sonuglari

Serbestlik

Kareler Derecesi | Ortalamanin Probabilite
Kaynak Toplami (DF) Karesi F degeri |(p)>F
Model 0.017 9 0.0018 7.11 0.0055
A- Sicakhk 0.006 1 0.006 23.08 0.0013
B - Siire 0.0006 1 0.0006 2.27 0.17
C-Oran 0.0052 1 0.0052 19.98 0.0021
AB 0.00005 1 0.00005 0.19 0.6746
AC 0.0003 1 0.0003 0.76 0.409
BC 0.0008 1 0.0008 3.04 0.1196
A? 0.00006 1 0.00006 0.24 0.6387
B2 0.00021 1 0.00021 0.81 0.3938
C? 0.0037 1 0.0037 14.39 0.0053
Kalinti (Residual) 0.0021 8 0.00026
Uyum Eksikligi (Lack of Fit) 0.0018 5 0.00037 4.46 0.1242
Hata 0.00025 3 0.00008
R? 0.89

Model GCG igin 0.0055 probabilite ile anlamli bulunmustur. Bagimsiz degiskenlerden A,
C ve C? 6nemli degiskenler olarak belirlenmistir. Modelin determinasyon katsayisi ise
0.89 bulunmustur (Cizelge 4.18). Sekil 4.13’ de GCG miktarinin ekstraksiyon sicakligi ve
etil alkol oraniyla degisimi gosterilmektedir. GCG miktari yiksek sicaklikda daha fazla
oldugu gozlenmistir. Bunda klasik ekstraksiyonda oldugu gibi EGCG’ nin

epimerizasyonunun etkisi oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.13 Ultrasonik ekstraksiyonda GCG miktarinin sicaklik ve etil alkol oraniyla

degisiminin contour grafik gosterimi

Cizelge 4.19 Ultrasonik ekstraksiyonda CAF ANOVA sonuglari

Serbestlik

Kareler Derecesi | Ortalamanin Probabilite
Kaynak Toplami (DF) Karesi Fdegeri |(p)>F
Model 0.23 9 0.025 12.64 0.0008
A- Sicaklik 0.11 1 0.11 54.61 < 0.0001
B - Siire 0.019 1 0.019 9.36 0.0156
C-Oran 0.033 1 0.033 16.27 0.0038
AB 0.00001 1 0.00001 0.006 0.9389
AC 0.0028 1 0.0028 1.41 0.2696
BC 0.001 1 0.001 0.51 0.4968
A? 0.037 1 0.037 18.36 0.0027
B2 0.016 1 0.016 7.76 0.0237
c? 0.023 1 0.023 11.46 0.0096
Kalinti (Residual) 0.016 8 0.0019
Uyum Eksikligi (Lack of Fit) 0.0059 5 0.0012 0.35 0.8534
Hata 0.01 3 0.0033
R? 0.93

Model CAF igin 0.0008 probabilite ile anlamh bulunmustur. Bagimsiz degiskenlerden A,
B, C, A%, B ve C? dnemli degiskenler olarak belirlenmistir. Modelin determinasyon
katsayisi ise 0.93 bulunmustur (Cizelge 4.19). Sekil 4.14’ de CAF miktarinin ekstraksiyon

sicakligr ve etil alkol oraniyla degisimi gosterilmektedir. CAF miktari 60 dakikalik
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ekstraksiyon siresinde 60°C sicakhiga kadar artis gostermekte, sicakhk artisi
sirdiigiinde ise verim azalmaktadir. Etil alkol oraniyla da benzer bir degisim so6z

konusudur.

Design-Expert® Software CAF (g/100 g km)
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Sekil 4.14 Ultrasonik ekstraksiyonda CAF miktarinin sicaklik ve etil alkol oraniyla

degisiminin contour grafik gosterimi

Elde edilen istatistiksel verilerle bircok farkl optimizasyon kosulu elde etmek
mumkindidr. Her iki ekstraksiyon calismasi icin EGCG’ nin maksimum olmasi, epi
katesinlerin maksimum olmasi, epik atesinlerin ve kafeinin maksimum olmasi, sadece
kafeinin maksimum olma kosullari Design Expert 9.0.6 programiyla belirlenmistir (Sekil

4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18).
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Sekil 4.15 EGCG’ nin maksimum olmasi igin dnerilen proses kosullari (a= Klasik

ekstraksiyon, b= Ultrasonik ekstraksiyon)
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EGCG’ nin maksimum miktarda elde edilmesi icin dnerilen optimum proses kosullari
klasik ekstraksiyonda 86.02°C sicakhk, 30.8 dk sire ve 27.37 gay: su orani olarak
bulunmustur. Bu kosullarda elde edilen EGCG miktari 3.83 g/100g kuru maddedir.
Ultrasonik ekstraksiyonda ise 58.6°C sicaklik, 35.4 dk sure ve %58.4 etil alkol orani
optimum proses kosullari olarak énerilmistir. Elde edilen EGCG miktari ise 7.52 g/100g
kuru maddedir (Sekil 4.15).

Sekil 4.16 Epi katesinlerin (EGCG, EGC, ECG, EC) maksimum olmasi igin dnerilen proses

kosullari (a= Klasik ekstraksiyon, b= Ultrasonik ekstraksiyon)

Epi katesinlerin maksimum olmasi igin Onerilen optimum proses kosullari klasik
ekstraksiyonda 85.63°C sicakhk, 34.35 dk sire ve 20.81 c¢ay: su orani olarak
bulunmustur. Bu kosullarda elde edilen EGC, EC, EGCG ve ECG miktarlari sirasiyla 2.01,
0.41, 3.69 ve 0.63 g/100g kuru maddedir. Ultrasonik ekstraksiyonda ise 52.58°C
sicakhk, 65.83 dk sure ve %55.37 etil alkol orani optimum proses kosullari olarak
Onerilmistir. Elde edilen EGC, EC, EGCG ve ECG miktarlari ise sirasiyla 3.35, 0.56, 7.67
ve 1.24 g/100g kuru maddedir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.17 Epi katesinlerin (EGCG, EGC, ECG, EC) ve kafeinin maksimum olmasi igin

Onerilen proses kosullari (a= Klasik ekstraksiyon, b= Ultrasonik ekstraksiyon)

Epi katesinlerin ve kafeinin maksimum olmasi icin 6nerilen optimum proses kosullari

klasik ekstraksiyonda 86.4°C sicakhk, 29.25 dk sire ve 23.69 cay: su orani olarak
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bulunmustur. Bu kosullarda elde edilen EGC, CAF, EC, EGCG ve ECG miktarlari sirasiyla
2.02, 1.67, 0.4, 3.76 ve 0.62 g/100g kuru maddedir. Ultrasonik ekstraksiyonda ise
53.24°C sicaklik, 69.58 dk siire ve %54.02 etil alkol orani optimum proses kosullari
olarak onerilmistir. Elde edilen EGC, CAF, EC, EGCG ve ECG miktarlari ise sirasiyla 3.35,
2.28,0.56, 7.68 ve 1.24 g/100g kuru maddedir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18 Sadece kafeinin maksimum olmasi icin dnerilen proses kosullari (a= Klasik

ekstraksiyon, b= Ultrasonik ekstraksiyon)

Sadece kafeinin maksimum olmasi icin 6nerilen optimum proses kosullari klasik
ekstraksiyonda 88°C sicaklik, 24.05 dk siire ve 28 cay: su orani olarak bulunmustur. Bu
kosullarda elde edilen CAF miktari 1.74 g/100g kuru maddedir. Ultrasonik
ekstraksiyonda ise 56.73°C sicaklik, 79.11 dk siire ve %50.35 etil alkol orani optimum
proses kosullari olarak 6nerilmistir. Elde edilen CAF miktari ise 2.29 g/100g kuru
maddedir (Sekil 4.18).

4.2 Adsorpsiyon Kapasitesi

Adsorpsiyon c¢alismasinda Amberlite XAD-4, Amberlite XAD-7, Amberlite XAD-16N,
Diaion HP20, Diaion HP2MG, Zeolit, Poliamide CC6, Silika, Aktif karbon ve Sephadex
adsorbanlari denenmis ve gerek verim gerekse de ekonomik uygunluk agisindan

Poliamide CC6 tercih edilmistir.

4.2.1 Kafein ve Katesinlerin Poliamide CC6 Uzerindeki Adsorpsiyon Kapasitesi

Adsorpsiyon kapasitesi calismasi 2 farkh sicaklikta ylritilmustir. Poliamide CC6 sulu
ortamda katesin ve kafeinleri adsorblamada denge durumuna 2 saatte ulasmistir. 25°C
ve 60°C sonugclari arasinda onemli bir farklilik gozlenmemis ve adsorpsiyon kapasiteleri

bakimindan en ylksek sonuclar sirasiyla EGCG (25.6 mg/g), EGC (8.2 mg/g), ECG (4.5
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mg/g), GCG (3.9 mg/g) seklinde bulunmustur. CAF ise adsorbsiyon kapasitesi
bakimindan gayet diistk bir sonug (0.09 mg/g) vermistir (Sekil 4.19, Sekil 4.20).
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Sekil 4.19 Kafein ve katesinlerin 25°C’ de Poliamide CC6 lizerindeki adsorpsiyon
kapasiteleri. (GA= Gallik asit, GC= Gallokatesin, EGC= Epigallokatesin, C= Katesin, CAF=
Kafein, EC= Epikatesin, EGCG= Epigallokatesin gallat, GCG= Gallokatesin gallat, ECG=
Epikatesin gallat)
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Sekil 4.20 Kafein ve katesinlerin 60°C’ de Poliamide CC6 lizerindeki adsorpsiyon
kapasiteleri. (GA= Gallik asit, GC= Gallokatesin, EGC= Epigallokatesin, C= Katesin, CAF=
Kafein, EC= Epikatesin, EGCG= Epigallokatesin gallat, GCG= Gallokatesin gallat, ECG=

Epikatesin gallat)

4.3 Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermlerinin ¢ikartilmasinda 3 farkh sicaklik denenerek, Freundlich ve

Langmuir modellerine uygunluklari belirlenmistir.

4.3.1 Kafein ve Katesinlerin Poliamide CC6 Uzerindeki Adsorpsiyon izotermleri

izoterm calismalari sonucunda elde edilen verilerle Freundlich ve Langmuir grafikleri ve
lineer korelasyonlari belirlenmistir. EGCG’ ye ait veriler incelendiginde korelasyon
katsayilari iki model icin de birbirine yakin ve yilksek oldugu bulunmustur (Freundlich
icin ortalama 0.959, Langmuir icin ortalama 0.978). Korelasyon katsayilari yoniinden
Freundlich izotermine daha iyi uyum gosterdigi, R. degerine bakildiginda ise 0 ile 1
arasinda oldugundan dolayi Langmuir izotermine uyum goésterdigi bulunmustur (Sekil

4.21, Cizelge 4.20, Cizelge 4.21).
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Sekil 4.21 EGCG’ nin farkli sicakliklarda Poliamide CC6 lizerindeki adsorpsiyon

izotermleri (a= Freundlich izotermleri, b= Langmuir izotermleri)

Cizelge 4.20 EGCG’ nin farkli sicakliklarda Poliamide CC6 Uzerindeki Freundlich izoterm

parametreleri

Sicaklik F;g/g(mL/mg)l/”) 1/n n R2
25°C 19.348 0.591 1.691 0.990
40°C 21.417 0.493 2.027 0.966
60°C 13.054 0.520 1.923 0.920

Cizelge 4.21 EGCG’ nin farkli sicakliklarda Poliamide CC6 lzerindeki Langmuir izoterm

parametreleri

Sicaklik gm (mg/g) KL (mg/L) RL R?
25°C 102.041 4.378 0.014 0.957
40°C 88.496 3.177 0.010 0.983
60°C 67.568 4.824 0.016 0.993

Kafeinin izoterm verileri sonucu korelasyon katsayilari Langmuir icin oldukc¢a disuk
(25°C, 40°C ve 60°C i¢in sirasiyla, 0.05, 0.3, ve 0.42)bulunmustur. Freundlich modeli i¢in
ise korelasyon katsayilari 25°C, 40°C ve 60°C igin sirasiyla 0.87, 0.85, ve 0.94
bulunmustur. Ozellikle 60°C Freundlich izotermine uyum sagladigi gézlenmistir (Sekil

4.22, Cizelge 4.22, Cizelge 4.23).
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Sekil 4.22 Kafeinin farkh sicakliklarda Poliamide CC6 (izerindeki adsorpsiyon izotermleri

(a= Freundlich izotermleri, b= Langmuir izotermleri)

Cizelge 4.22 Kafeinin farkh sicakliklarda Poliamide CC6 lizerindeki Freundlich izoterm

parametreleri

Sicaklik F;g/g(mL/mg)l/”) 1/n n R2
25°C 0.023 1.118 0.894 0.877
40°C 0.006 1.538 0.650 0.850
60°C 0.076 0.798 1.253 0.942

Cizelge 4.23 Kafeinin farkl sicakliklarda Poliamide CC6 lizerindeki Langmuir izoterm

parametreleri

Sicaklik gm (mg/g) KL (mg/L) RL R?
25°C 6.258 229.768 0.722 0.050
40°C 2.447 111.218 0.557 0.307
60°C 6.519 138.207 0.610 0.422

EGC’ nin farkli sicakliklardaki
izoterminde 25°C ve 40°C sicakhklarinda yiksek sonuglar (sirasiyla, 0.987, 0.986) elde
edilirken 60°C’ de 0.831 olarak bulunmustur. Dislik- orta sicakliklarinda Freundlich
izotermine uyum gostermistir. Langmuir izotermi acisindan ise 25°C ve 40°C’ de

yiksek, 60°C’ de ise oldukca yuksek sonuclar (sirasiyla, 0.976, 0.913, 0.994) elde

edilmistir (Sekil 4.23, Cizelge 4.24, Cizelge 4.25).
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Sekil 4.23 EGC’ nin farkh sicakliklarda Poliamide CC6 lizerindeki adsorpsiyon izotermleri

(a= Freundlich izotermleri, b= Langmuir izotermleri)

Cizelge 4.24 EGC’ nin farkli sicakhklarda Poliamide CC6 lzerindeki Freundlich izoterm

parametreleri

Sicaklik F;g/g(mL/mg)l/”) 1/n n R2
25°C 1.172 0.629 1.590 0.987
40°C 5.000 0.526 1.901 0.986
60°C 6.058 0.311 3.221 0.831

Cizelge 4.25 EGC’ nin farkli sicakhklarda Poliamide CC6 lizerindeki Langmuir izoterm

parametreleri

Sicaklik gm (mg/g) KL (mg/L) RL R?
25°C 18.116 24.246 0.191 0.976
40°C 33.445 8.622 0.059 0.913
60°C 17.065 3.012 0.029 0.994

GC’ nin izoterm verilerine bakildiginda hem Freundlich hem de Langmuir modelleri icin

oldukga yiksek korelasyon katsayilarina sahip oldugu goézlenmistir. Her sicaklik

seviyesinde sonuclar yiiksek olmakla birlikte, Freundlich izotermi icin 25°C’ de 0.994 ile

en uyumlu sonucu verirken Langmuir izotermi icin en uyumlu sonug 60°C sicakliginda

0.993 bulunmustur (Sekil 4.24, Cizelge 4.26, Cizelge 4.27).
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Sekil 4.24 GC’ nin farkli sicakhklarda Poliamide CC6 lzerindeki adsorpsiyon izotermleri

(a= Freundlich izotermleri, b= Langmuir izotermleri)

Cizelge 4.26 GC' nin farkl sicakliklarda Poliamide CC6 lzerindeki Freundlich izoterm

parametreleri

Sicaklik F;g/g(mL/mg)l/”) 1/n n R2
25°C 1.819 0.679 1.474 0.994
40°C 1.350 0.637 1.570 0.987
60°C 1.030 0.322 3.103 0.960

Cizelge 4.27 GC' nin farkli sicakliklarda Poliamide CC6 Uzerindeki Langmuir izoterm

parametreleri

Sicaklik gm (mg/g) KL (mg/L) RL R?
25°C 5.522 10.897 0.096 0.967
40°C 6.784 10.174 0.090 0.931
60°C 2.563 1.612 0.015 0.993

C' nin izoterm sonuglarinda hem Freundlich hem de Langmuir modelleri igin 60°C

korelasyon katsayisi bakimindan en koti sonucu verdigi gorilmistir (sirasiyla, 0.627,

0.118). Dusuk ve orta sicaklik seviyelerinde yiksek korelasyon katsayilarina sahipken

yiksek sicakhikta daha uyumsuz sonuclar elde edilmistir.

Sicaklik yukseldikce

korelasyon katsayilarinda disis gozlenmistir (Sekil 4.25, Cizelge 4.28, Cizelge 4.29).
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Sekil 4.25 C’ nin farkh sicakliklarda Poliamide CC6 Uizerindeki adsorpsiyon izotermleri

(a= Freundlich izotermleri, b= Langmuir izotermleri)

Cizelge 4.28 C' nin farkli sicakliklarda Poliamide CC6 lzerindeki Freundlich izoterm

parametreleri

Sicaklik F;g/g(mL/mg)l/”) 1/n n R2
25°C 2.977 0.511 1.956 0.982
40°C 5.047 0.716 1.397 0.923
60°C 30.735 0.797 1.255 0.627

Cizelge 4.29 C' nin farkli sicakliklarda Poliamide CC6 lzerindeki Langmuir izoterm

parametreleri

Sicaklik gm (mg/g) KL (mg/L) RL R?
25°C 0.813 1.271 0.012 0.909
40°C 0.641 2.173 0.021 0.883
60°C 0.242 6.814 0.062 0.118

EC izoterm verileri C’ nin aksine dusuk ve yiiksek sicakliklarda iki izoterm modeli igin de
ylksek korelasyon katsayisina sahipken 40°C’ de en kotl sonuclar elde edilmistir.
Disik ve yliksek sicakliklar kendi icerisinde karsilastirildiginda ise hem Freundlich hem
de Langmuir izotermleri icin 60°C en uyumlu sonuglari vermistir (sirasiyla, 0.990, 0.993)

(Sekil 4.26, Cizelge 4.30, Cizelge 4.31).
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Sekil 4.26 EC’ nin farkl sicakliklarda Poliamide CC6 lGzerindeki adsorpsiyon izotermleri

(a= Freundlich izotermleri, b= Langmuir izotermleri)

Cizelge 4.30 EC’ nin farkh sicakliklarda Poliamide CC6 lizerindeki Freundlich izoterm

parametreleri

Sicaklik F;g/g(mL/mg)l/”) 1/n n R2
25°C 1.871 0.614 1.630 0.987
40°C 3.488 0.866 1.155 0.889
60°C 2.962 0.705 1.418 0.990

Cizelge 4.31 EC’ nin farkli sicakliklarda Poliamide CC6 Uizerindeki Langmuir izoterm

parametreleri

Sicaklik gm (mg/g) KL (mg/L) RL R?
25°C 4.643 10.346 0.092 0.946
40°C 6.793 24.666 0.194 0.445
60°C 3.931 12.957 0.112 0.993

GCG’ nin izoterm verilerinde korelasyon katsayina bakilacak oldugunda Freundlich

izotermi icin dislikten yiiksek sicakhga sirasiyla 0.879, 0.956, ve 0.933 olarak Langmuir

izotermi icin ise sirasiyla 0.992, 0.901, ve 0.991 olarak bulunmustur. Sicakhga bagh

olarak bir azalma- artma trendi gostermedigi gozlenmistir (Sekil 4.27, Cizelge 4.32,

Cizelge 4.33).
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Sekil 4.27 GCG’ nin farkh sicakliklarda Poliamide CC6 lizerindeki adsorpsiyon izotermleri

(a= Freundlich izotermleri, b= Langmuir izotermleri)

Cizelge 4.32 GCG’ nin farkh sicakliklarda Poliamide CC6 (izerindeki Freundlich izoterm

parametreleri

Sicaklik F;g/g(mL/mg)l/”) 1/n n R2
25°C 8.553 0.411 2.434 0.879
40°C 7.941 0.420 2.380 0.956
60°C 3.632 0.538 1.858 0.933

Cizelge 4.33 GCG’ nin farkh sicakliklarda Poliamide CC6 lizerindeki Langmuir izoterm

parametreleri

Sicaklik gm (mg/g) KL (mg/L) RL R?
25°C 10.526 0.257 0.003 0.992
40°C 9.881 0.246 0.002 0.901
60°C 9.843 1.391 0.013 0.991

ECG’ nin Freundlich ve Langmuir izotermlerine bakildiginda oda sicakliginda en iyi
korelasyon katsayisi sonuglari (sirasiyla, 0.931, 0.995) elde edildigi gozlenmistir. 40°C
ve 60°C sicakliklarinda ise nispeten daha disik sonuglar bulunmustur (Sekil 4.28,

Cizelge 4.34, Cizelge 4.35).
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Sekil 4.28 ECG’ nin farkh sicakliklarda Poliamide CC6 lizerindeki adsorpsiyon izotermleri

(a= Freundlich izotermleri, b= Langmuir izotermleri)

Cizelge 4.34 ECG’ nin farkli sicakhklarda Poliamide CC6 lzerindeki Freundlich izoterm

parametreleri

Sicaklik F;g/g(mL/mg)l/”) 1/n n R2
25°C 9.126 0.532 1.879 0.931
40°C 7.382 0.703 1.422 0.872
60°C 2.803 0.713 1.403 0.913

Cizelge 4.35 ECG’ nin farkli sicakhklarda Poliamide CC6 lizerindeki Langmuir izoterm

parametreleri

Sicaklik gm (mg/g) KL (mg/L) RL R?
25°C 12.837 0.399 0.004 0.995
40°C 20.492 1.443 0.014 0.830
60°C 16.103 4.552 0.043 0.885

Literatirdeki calismalar daha ziyade kafeinsizlestirme ve EGCG adsorpsiyonu
Uzerinedir. Farkh adsorbanlarda EGCG karakteristikleri ile ilgili calismalar mevcuttur.
Calismamizda Langmuir ve Freundlich modelleri EGCG adsorpsiyonu icin anlaml
bulunmustur. Langmuir modelinde adsorpsiyon kapasitesi 25°C, 40°C ve 65°C
sicakliklari icin sirasiyla 102.04, 88.5 ve 67.5 mg/ gram adsorban olarak bulunmustur.
Benzer sekilde elma posasinin adsorban olarak kullanildigi Wu vd. [27] yaptiklan
Langmuir modeline uyumlu bulunan calismada 25°C’ de adsorpsiyon kapasitesi 65.36
mg/ gram adsorban olarak bulunmustur. Cay saplarinindan elde edilen lignoseliilozun
adsorban olarak kullanildigi calismada ise Ye vd. [28] EGCG icin adsorpsiyon

kapasitesini 53.36 mg/gram adsorban bulmuslardir. Kullandigimiz Polyamide CC6
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adsorbaninin cesitli dogal adsorbanlardan daha yliksek adsorpsiyon kapasitesine sahip
oldugu gozlenmistir. Ye vd. [24] yaptiklari bir diger ¢alismada galismamiza benzer bir
adsorban olan Poliamide-6 kullanmislardir. Adsorpsiyon karakteristigi olarak benzer
adsorpsiyon kapasitesi olarak bir miktar daha yiksek sonuglar elde etmislerdir. Bunun

da iki Poliamide turtindeki farkliliklardan ileri geldigi disiintilmektedir.
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BOLUM 5

SONUC ve ONERILER

Literatirde bulunan bircok calismada kiymetli bilesenlerin ekstraksiyon verimliligi
Uzerine yogunlasiimistir. Bunun icin de farkli solvent ve islem parametreleriyle
optimum kosullar bulunarak verim artisi hedeflenmistir. Son yillarda konvensiyonel
yontemlerin yaninda yenilikgi yontemlerin de verim ve kalite kriterleri Gzerine etkileri
arastirilmaktadir. Ayrica gidalardaki bu kiymetli bilesenlerin farkh kullanim senaryolari
icin saf halde elde edilmeleri giincel bir arastirma konusudur. Bilesenlerin saf olarak
elde edilmesi icin basvurulan en temel yontem kolon kromatografisi yontemidir. Bu
yontemde bilesenlerin birbirinden ayrilmasini belirleyecek temel faktoér kullanilan
adsorbandir. Saflastirilmak istenen bilesenler kimyasal yapilarina gére adsorbanla farkl
kuvvetlerde etkilesime girmelerinden dolayi kolonu farkli zamanlarda terk
etmektedirler. Dolayisiyla adsorban secimi kolon kromatografisinde kritik 6neme
sahiptir. Adsorban se¢iminde adsorban ile saflastirilmalari istenen bilesenlerin
etkilesimini  belirlemenin  temel yollarindan biri adsorpsiyon izotermlerinin

cikartilmasidir.

Yesil caydaki katesin ve kafein gibi biyoaktif bilesenlerin klasik ve ultrasonik
ekstraksiyonu ve bu bilesenlerin farkl adsorbanlar lizerindeki karakteristigi hakkinda

yapilan ¢alismanin sonuglari sunlardir:

1. Klasik ekstraksiyonda maksimum EGCG miktari icin optimum ekstraksiyon kosullari;

80°C sicaklik, 30 dakika stire ve 1:20 cay- su oranidir.
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2. Ultrasonik ekstraksiyon maksimum EGCG miktar icin optimum ekstraksiyon
kosullari; 75 amplitude, 80°C sicaklik, 18 dakika slire ve 1:25 gay- su orani olarak

bulunmustur.

3. Ultrasonik ekstraksiyonda ¢ozlicl olarak etil alkol: su karisimi kullanildiginda verimin

sadece su kullanarak yapilan ekstraksiyona gore yaklasik %50 arttigl gozlenmistir.

4. Etil alkol: su ¢6zlictsi kullanilan ultrasonik ekstraksiyonda maksimum EGCG miktari
icin optimum ekstraksiyon kosullari; 75 amplitude, 60°C sicakhk, 35 dakika siire ve %60

etil alkol: su orani olarak bulunmustur.

5. Ultrasonik ekstraksiyonda materyalden solvente gecen bilesen miktari klasik
ekstraksiyona gore daha yliksektir. Ayni zamanda ultrasonik ekstraksiyonda islem

stiresi daha kisadir.

6. Ultrasonun kavitasyon etkisinin katesinler arasinda epimerizasyona yol acmadan

verimi arttirdigl sonucuna variimistir.

7. Kullanillan adsorbanlar icerisinde Poliamide CC6, sulu ortamda adsorpsiyon
kapasitesi ve benzer kalitedeki adsorbanlara gore maliyet agisindan daha ekonomik

olmasi sebebiyle tercih edilebilir bulunmustur.

8. Sulu ortamda Poliamide CC6 adsorbaniyla yapilan adsorpsiyon ¢alismalarinda oda

sicakligi ile 60°C sicakliginda adsorpsiyon kapasitesi sonuglari benzer bulunmustur.

9. izoterm c¢alismalarinda Poliamide CC6 adsorbaninin sulu ortamda katesin ve kafein
adsorpsiyonu icin Langmuir ve Freundlich modelleri arasinda Freundlich modeline daha

uygun oldugu gozlenmistir.

10. Uygulanan calisma kosullarinda Poliamide CC6 adsorbaninin katesinleri kafeine

nazaran ¢ok daha iyi tuttugu gézlenmistir.

Tum bu sonuglar degerlendirildiginde uygulama siiresi ve elde edilen bilesen miktari
acisindan ultrasonik ektraksiyon yonteminin kullanilmasi avantajlidir. Adsorpsiyon

islemi icin fiyat/performans acisindan sulu ortamda Poliamide CC6 adsorbaniyla
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gerceklestirilmesi uygun bulunmustur. Poliamide CC6 adsorbaninin kafeinin

ayrilmasinda gayet basarili bir sekilde kullanilabilecegi bulunmustur.
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