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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Yesil Cay Atiklarindan Katesinlerin
Makrogozenekli Adsorpsiyon Regineleri Ile Saflastirilmasi Uzerine Bir
Arastirma” baglikli bu ¢calismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir
yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigmi ve yararlandigim biitiin kaynaklarm,
hem metin i¢ginde hem de kaynak¢ada yontemine uygun bicimde gosterilenlerden

olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Basak BILCANOGLU
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ARASTIRMA
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Danisman: Dog. Dr. Murat YILMAZTEKIN

Bu c¢alismada Dogu Karadeniz bélgesinden temin edilen yesil c¢ay
atiklarindan katesinlerin makrogdzenekli adsorpsiyon regineleri ile saflastiriima
olanaklar1 arastirilmustir. Ilk olarak 9 adet farkh fizikokimyasal 6zelliklere sahip
makrogdzenekli adsorpsiyon reginesinin adsorpsiyon ve desorpsiyon o6zellikleri
belirlenmistir. Bu 9 farkli recine arasindan yesil cay atiklarindan elde edilen
ekstraktta bulunan katesinleri 87,8 mg Epigallokatesin-3-gallat (EGCG)/g regine
adsorpsiyon kapasitesi ile en yiiksek oranda adsorplayan regine NKA-2 kodlu regine
olmustur. Sonraki asamalarda NKA-2 kodlu regine ile statik ve dinamik adsorpsiyon
denemeleri gergeklestirilmistir. Makrogozenekli adsorpsiyon regineleri igerisinden
NKA-2 kodlu re¢inenin katesinleri daha iyi adsorbe ettigi gozlenmistir. Bunun
sebebi, polar yapida olan NKA-2 kodlu regine ile ayn1 sekilde polar bir yapiya sahip
olan yesil ¢ay atiklarinda bulunan katesinlerin daha fazla etkilesime girmesidir.
Segilen regine ile farkli sicaklik derecelerinde yapilan denemeler sonucunda
adsorpsiyon izotermleri ¢ikarilmistir. Ayni baslangic EGCG konsantrasyonunda 25
°C, 35 °C ve 45 °C’de yapilan denemelerde sicaklign artis1 ile beraber adsorpsiyon
kapasitesinde diisiis oldugu goriilmiistir. Bu ¢ farkli sicaklikta olusturulan
adsorpsiyon izotermlerinin Langmuir ve Freundlich modellerine uyumlar1 incelenmis
ve adsorpsiyon siirecini Langmuir modelinin daha iyi agiklayabilecegini ortaya
konulmustur. NKA-2 kodlu regine ile dinamik adsorpsiyon ve desorpsiyon
denemeleri de gergeklestirilmis ve %70’lik etanol ile yapilan desorpsiyonda ilk yatak
hacminde adsorplanan EGCG’nin yaklasik % 83’tiniin desorbe edildigi
belirlenmistir.

Sonug olarak yesil ¢ay atiklarindan katesinlerin makrogdzenekli adsorpsiyon
recineleri ile saflastirilmasmin miimkiin oldugu saptanmistur.

ANAHTAR KELIMELER: Yesil cay katesinleri EGCG, makrogozenekli
adsorpsiyon recineleri, adsorpsiyon izotermi
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In this study, the possibilities of purification of catechins with macroporous
adsorption resins from green tea wastes obtained from Eastern Black Sea region were
investigated. First, the adsorption and desorption characteristics of the 9
macroporous adsorption resins with different physicochemical properties were
determined. Among these 9 different resins, the catechins in the extracts obtained
from green tea wastes were adsorbed with resin NKA-2 with the highest adsorption
capacity of 87.8 mg EGCG/g resin. Static and dynamic adsorption experiments were
carried out with NKA-2 coded resin in later stages. It has been observed that NKA-2
coded resin has better adsorption characteristics of catechins through the
macroporous adsorption resins. The reason of this is the better interaction between
the polar NKA-2 coded resin and polar structured catechins in green tea wastes.
Then, the adsorption isotherms were formed as a result of the experiments performed
at different temperatures (25 °C, 35 °C and 45 °C) with the selected resin. At the
same initial EGCG concentration, there was a decrease in the adsorption capacity of
resin with increasing temperature. The adaptation of the adsorption isotherms formed
in these three different temperatures to the Langmuir and Freundlich models was
investigated and it was revealed that the Langmuir model could better explain the
adsorption process. Dynamic adsorption and desorption experiments were carried
out with NKA-2 coded resin and it was determined that desorption of 83% of the
EGCG adsorbed in the first bed volume was possible with 70% ethanol. As a result,
it has been determined that it is possible to purify catechins with macroporous
adsorption resins from green tea wastes.

KEYWORDS: Green tea catechins, EGCG, macroporous adsorption resins,
adsorption isotherms.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

% Yiizde
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rpm Devir sayis1
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AG® Standart Gibbs serbest enerji degisimi
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AS° Standart entropi degisimi
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1. GIRIS

Cay Camellia sinensis adi verilen bitkinin tepe tomurcugu ve yapraklarinin
islenmesiyle elde edilir. islenme 6zelligi ile bu bitkiden siyah cay, yesil ¢ay, oolong
cay gibi farkl caylar elde edilmektedir. Diinyada iiretilen tiim ¢aylarin %78’1 siyah
cay olup genellikle tilkemiz de dahil olmak tizere bati iilkelerinde tiiketilmektedir.
Genel olarak diinya niifusunun tgte ikisinde cay tiiketilmektedir. Miktar olarak en
onemlileri Hindistan, Cin, Sri Lanka, Japonya ve Tayvan olmak {izere ¢ay, yaklasik
30 iilkede iiretilmektedir. Ulkemizde de ¢ay iiretimi ve tiiketimi ¢ok yaygindir
(Vuong vd., 2011).

Insan viicudunu bircok yonden etkileyen cay, 4000°den ¢ok kimyasal madde
icermektedir. Theaflavinler, thearubiginler gibi polifenoller ve 6zellikle katesinler
gibi bilesenler, antioksidan etkilerden sorumlu olduguna inanilmaktadir. Cayin
iceriginde bulunan kafein bilesiginin de asir1 miktarda tiiketildiginde toksik etkiler
yaptig1 rapor edilen bilgiler arasindadir. Yapilan calismalarla ¢ayin, antioksidatif,
antienflamatuar, antimutajenik, antikarsinojenik, antidiyabetik, antibakteriyal,
antiviral, yaslanmayr geciktirici gibi degisik farmakolojik etkileri oldugu

gosterilmistir (Vuong vd., 2011).

Son donemlerde gidalarda bulunan fenolik maddelerin bitkilerden
ekstraksiyon yoluyla saflagtirilmasi ve gidalarda raf 6mriinii arttirmak ve fonksiyonel
Ozellik kazandirmak amaciyla kullanilmasi iizerine yogun arastirmalar yapilmaktadir.
Ozellikle ¢aydan iiretilen katesin ekstraktlarmin iilkemizde de kullanimi
yayginlagmistir. Kullanilan bu iirlinlerin biiylik bir kismi ise lilkemize yurtdigindan
yilksek maliyetlerle ithal edilmektedir. Ulkemizde tiiketime sunulan gaylarin
iretiminde sadece c¢ay bitkisinin iist kismindaki taze yapraklar kullanildigindan
bitkinin diger kisimlar1 degerlendirilememektedir. Caydan olusan ve énemli dl¢lide
katesin igeren bu atiklarin katesin ekstrakti liretiminde degerlendirilmesi hem ¢evre
kirliligini 6nlemek hem de iilke ekonomisine katkida bulunmak agisindan énemli bir
potansiyel olusturmaktadir. Fenolik maddelerin bitkilerden ve atiklarindan izole
edilmesinde genellikle ¢ozgen ekstraksiyonu kullanilmaktadir. Organik ¢oziiciilerin
insan sagligmi tehdit etmesi, ¢evreye zarar vermesi ve yiiksek maliyetli olusu gibi
dezavantajlar1 mevcuttur. Gelisen teknolojiyle beraber genis ylizey alanmna sahip

gozenekli malzemelerin saflastirma proseslerinde kullanim1 miimkiin olmaktadir.



Bu calismada, ucuz ve tekrar kullanilabilen secici makro gozenekli
adsorpsiyon regineleri kullanilarak ¢ay atiklarindan Kkatesinlerin saflastirilma
olanaklar1 arastirilmistir. Bu sayede degerli fonksiyonel 6zelliklere sahip katesinlerin
saglikli, ¢cevreci ve ekonomik bir yolla liretilmesi hem tiiketicilerin bu {iriine diigiik

maliyetle ulagsmasini saglayacak hem de iilke ekonomisine katkida bulunacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI
2.1. Cayin Tarihgesi

Caym tarihi M.O. 2737’ye dayanir. Bir Cin efsanesine gore, ¢ay Cin
imparatoru Shen Nung tarafindan yabani c¢ay yapraklar1 kaynayan su kabina
diistiigiinde tesadiifen kesfedilmistir (Gupta, 2012). Ancak, M.O. yaklasik 350°de
caydan s6z eden ilk kayit, eski bir Cince kelime kitab1 olan Erh Ya’dir. Cin’den ¢ay
icme gelenegi yaklasik 6. ylizyillda Japonya’ya gelmistir. Daha sonra ayricalikli
toplum tarafindan kullanilmig ancak, asag1 yukar: 700 yil 6nce herkes icin popiiler
olmustur. Sonra, su anda Endonezya olarak bilinen yerde ve oradan Alman
sOmiirgeleri iizerinden Hollanda’ya cay tiiketimi tanitilmistir. 17. yilizyilin ortalarinda
Ingilizler, ¢ayimn ticaretini yapma ve halka sevdirmede &nemli bir rol oynadi
(Weisburger, 1997). Yabani bitki 19. yiizyilin baslarinda Hindistan’in kuzey-
dogusunda Assam’daki Ingilizler tarafindan kesfedildiginde, baz1 botanikgiler yeni
bir tiirtin bulundugunu diisiinmiis ve Thea assamica bitkisi adin1 vermistir. Bazi
insanlar hala bu ismi kullaniyorlar, ancak genel olarak tiim c¢aym Camellia
sinensis’ten geldigi ve ti¢ ana ¢esidi olan: Cin (C. sinensis var. sinensis), Assam (C.
sinensis var. assamica), ve Kambogya (C. sinensis var. cambodiensis) kabul
edilmistir. Farkli ¢esitler, farkli lezzet ve kalitelerde ¢ay iiretir. Cin ¢esidi, 1 ila 3 m
yiikseklige kadar budanmis ¢ok sapl kiigliik yaprakli bir ¢alidir. Kiiciik yapraklar
lezzetli gay tretir. Yabani olarak yetismesine izin verildigi zaman 8 ila 20 m
yiikseklige kadar biiyliyebilir ve yiizlerce yil yasayabilir. Assam c¢esidi, giiglii bir
topragimsi tada sahip ¢ay tretir. Biliyiik yaprakli, tek saplh kiiglik bir agactir. Vahsi
dogada 6 ila 20 m yiikseklige ulasabilir, ancak cay arazilerinde bel seviyesinin
hemen iizerinde budanir. Ekili ¢ali yaklagik 40 y1l yasayabilir. Kambogya cesidi, hem
lezzetini hem de Ozelliklerini Assam ve Cin ¢esitlerinden alan bir melezdir ( Saberi,
2010).

Anavatant Cin ve Hindistan olan caym Tiirkiye’de ilk defa yetistirilmeye
baslanmasi, 1888 yilinda Bursa’da yapilmis ancak basarisizlikla neticelenmistir.
Etkin bir bicimde cay yetistiriciliine 1937 yilinda baslanmistir. Ulkemizde ¢ay
bitkisi Dogu Karadeniz Bolgesinde, Sovyetler Birligi (1991 yilinda dagilmadan
onceki hali) sinirindan baslayarak ve batida Fatsa’ya kadar uzanan alan igerisinde

yetistirilmektedir. Sahilden 30 km igerilere giren 7-8 km derinliginde olan Arakli-



Karadere smirina degin uzanan bolge, cay yetistiriciligi i¢in en elverigli bolge olmas1
nedeniyle birinci sinif bolge olarak kabul edilmektedir (Horuz vd., 2005). Siyah cay,
diinya ¢ay tiretiminde Cin, Hindistan, Sri Lanka, Kenya ve Endonezya’dan sonra
altinc1 en biiyiik siyah ¢ay iireticisi olan Tiirkiye’de en yaygin tiiketilen bitkidir (Erol
vd., 2010). Cay su anda diinya ¢apinda sudan sonra ikinci sirada olan ¢ok popiiler bir
icecektir (Vuong vd., 2011). Her ne kadar cay tiikketimi Oncelikle Asya ve
Avrupa’daki {ilkelerle iliskilendirilmis olsa da, son yillarda bu igecegin biitiin
diinyada artan popiilaritesi, kismen cay tiikketimi ve bazi hastalik cesitlerinin

onlenmesi arasindaki iligkiden kaynaklaniyor olabilir (Dalluge vd., 2000).

Diinya tlizerinde cay bitkisi, kuzey yarim kiirede yaklasik 42 enlem
derecesinden, gliney yarim kiirede 27 enlem derecesine kadar olan kusak iizerinde
yetistirilmektedir. Yagisin bol ve iklimin sicak oldugu bdlgelerde yetistirilmesine
ragmen diinyada g¢ay iiretiminin ekonomik olarak yapildig1 yerler smirhidir. Cay
yetismesine etki yapan en Onemli etken iklim ve topraktir. Yillik sicaklik
ortalamasmin 14 °C altina diismemesi, toplam yillik yagisin, 2000 mm’den az
olmamasi ve aylara gore dagiliminin diizenli olmasi, bagil nem oranmin ise en az
%70 olmasi, cay bitkisinin normal gelisimi i¢in gerekli olan kosullardir. Cay bitkisi
kumdan kile degin degisen yapidaki asit tepkimeli topraklarda yetisebilmektedir (
Anonim, 2018).

2.2. Cay Uretimi ve Tiiketimi

Camellia sinensis bitkisinin kurutulmus yapraklar1 olan ¢ay, Diinya ¢apinda
tiikketilen popiiler bir icecektir ( Yang vd., 2000). Uretim siirecindeki farkliliklara
gore, siyah cay, yesil cay ve oolong c¢ayi, diinya genelinde toplam ¢ay miktarinin
sirastyla % 78, % 20 ve % 2’sine tekabiil eder (Fang vd., 2019). FAO (2018)
verilerine gore, Diinya kuru ¢ay {iretimi 5 milyon 954 bin ton olarak gerceklesmistir.
En biiyiik ilk 7 iiretici iilke, Diinya ¢ay tiretiminin yaklasik %84’ linii karsilamaktadir.
Diinya kuru ¢aymim %36’s1 Cin’de, %4’i ise Tiirkiye’de iiretilmektedir (Tarimsal

Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitiisii, 2018).

Cin, 2.44 milyon ton {retimle diinyanin en biiyiik c¢ay {retiCisi
konumundayken, Hindistan 1.27 milyon tonluk {iretimiyle diinyanin ikinci biiyiik ¢cay

tireticisidir. Hindistan 1 ardindan sirasiyla 475.300 ton ve 295.300 ton ile Kenya ve



Sri Lanka gelmektedir. Tiirkiye ise 254.000 ton iiretimle diinyanin en biiyiik besinci
cay Ureticisi tlilkedir. Diinya ¢apinda siyah cay iiretimi her yil % 3.0; yesil ¢ay ise son
on yilda sabit fiyatlarin devam etmesi ve yesil cayin algilanan saglik faydalarmdan

dolay1 % 5.4 oraninda artmistir (Anonim, 2018).

Tiirkiye, cay tiretimi ve tiilketimi alaninda diinyanin 6nde gelen iilkeleri
arasindadir. 2016 verilerine gore kisi bas1 3.16 kg’lik yillik ¢ay tiiketimi ile diinyada
1. sirada yer alan Tiirkiye, ¢ay iiretiminin tamamina yakinini i¢ piyasada tiiketmekte
ve sembolik diizeyde ihracat yapmaktadir. Dolayisiyla, tiikketim yoniinden diinyanin
en biiylik 3. pazari konumundadir (Anonim 2019). Tiirkiye’de ilk ¢ay fabrikas1 1947
yilinda Rize’de kurulmustur. 1963’ten sonra cay talebi, ithalat yerine iiretim ile

karsilanmaya baslanmistir (Mendi, 2018).

2.3. Cay Tipleri

Caylar iiretim siirecine bagli olarak, ii¢ ana tipte smiflandirilir ( Cabrera vd.,
2006). Yesil cay fermente olmayan ve Asya dlilkelerinde tiiketilen onemli bir
icecektir. Siyah cay genellikle Kuzey Amerika ve Avrupa’da daha popiiler olan
fermente edilmis cay1 ifade eder. Cay yapragindaki endojen enzimler tarafindan
kismen fermente olan oolong cay, bircok iilkede icilmektedir. Diger caylar1
karakterize eden enzimatik fermentasyon islemlerinin yerine anaerobik bakteriler
tarafindan fermente edilmis nadir bir ¢ay olan Pu’er neredeyse sadece Asya’da

tilketilmektedir ( Kwok vd., 2001, Peterson vd., 2005).

Yesil cay Oolong cay Sivah cay

Sekil 2.1. Cay cesitleri ( yesil cay, oolong ¢ay, siyah ¢ay)



2.3.1. Yesil cay

Cay bitkisinden hasat edilen yapraklarin, kivirma ile birlikte hemen bir 1s1l
uygulamaya (genellikle buhar uygulamasi) maruz birakilarak, kurutulmasiyla elde
edilen yesil ¢ay, Diinya ¢ay tiikketiminin yaklasik %20’sini olusturmakta ve daha ¢ok
Japonya, Cin ve diger Asya iilkelerinde yaygin olarak tiiketilmektedir (Ozdemir vd.,
2006). Yesil cay ¢ogunlukla Camellia sinensis var. sinensis.’den {iretilir. Assam
cesidi (Camellia sinensis var. assamica), yesil ¢aya fazlaca ac1 tat veren gok yiiksek
polifenol igerigine sahiptir (Cabrera vd., 2006). Yesil cay, hasat sonrasi g¢ay
yapraklarmin islenmesindeki farkliliklardan dolayi, siyah ya da oolong caylara gore
cok daha yiiksek miktarda polifenol icerir. Yesil cay i¢in taze toplanmis cay
yapraklar1 yiiksek sicakliklarda polifenol oksidazlarin etkinligini gidermek icin
buharlanir ve sonu¢ olarak katesinlerin oksidasyonunu dnlemek ve polifenollerin

monomerik formlarini korumak igin kurutulur (Senanayake, 2013).

Kuru yesil cay yapraklarmmm % 30’unu olusturan katesinler, antioksidan,
antikanser ve antibakteriyel etkiler gibi ¢esitli biyolojik, fizyolojik ve farmasotikal
etkilere sahiptir. Yesil ¢ayin i¢inde baslica katesin bilesikleri olan, (-)-epigallokatesin
gallat (EGCG), (-)-epigallokatesin (EGC), (-)-epikatesin gallat (ECG), (-)-epikatesin
(EC), (+)- gallokatesin gallat (GCG), (+)-gallokatesin (GC) ve (+)-katesin (C)
bilesenlerini icermektedir (Zhao vd., 2008).

Yesil c¢ay yapraklari, selilloz, glukoz, sakkaroz, fruktoz, pektinler gibi
karbonhidratlar (% 5-7 kuru agrlik); enzimleri onemli bir kismmi olusturan
proteinler (% 15 - 20 kuru agirlik); serin, glutamik asit, triptofan, tirosin, valin,
arginin, glisin, aspartik asit, 16sin, treonin ve lisin gibi amino asitler (% 1-4 kuru
agirlik); az miktarda lipitler (linoleik ve a-linolenik asitler), steroller (stigmasterol);
kalsiyum, magnezyum, manganez, demir, krom, ¢inko, bakir, molibden, fosfor,
sodyum, kobalt, selenyum, stronsiyum, potasyum, nikel ve aliminyum gibi
mineraller ve iz elementler (% 5 kuru agirlik); Vit-B, Vit-C, Vit-E gibi vitaminler;
pigmentler (klorofil, karotenoidler); ve ucucu bilesikler (aldehitler, alkoller, esterler,

laktonlar, hidrokarbonlar) igerir (Chowdhury vd., 2016).



Yapraklarin goriiniimii ve demin rengi yesil caym degerlendirilmesinde
biiylik rol oynar; gen¢ yapraklar ve agik yesil-sarimsi renkli berrak bir demleme,
yiiksek kalitenin gostergesidir. Yesil ¢ayin kalitesi, bulanikligin belirtileri ve
kahverengi-kirmizims1 pigmentlerle azalir. Farkli menseli yesil ¢aylarin kendine
0zgi karakterleri vardir fakat genel olarak, yiiksek kaliteli yesil ¢aylar “lezzetli” veya
“tatl’” olarak tanimlanir. Yesil ¢cay kalitesi daha ¢ok amino asit, katesin ve kafein

icerigine baghdir (Mejia vd., 2009).

Cay, katesinlerin disinda kafein, theanine, klorofil, organik asitler ve
vitaminler gibi ¢ok miktarda ¢oziinebilir madde barindirmaktadir. Katesinler diger
¢cOziinebilir maddelerle kiyaslandiginda daha biiyiik kismi olustururlar. Yesil ¢ay,
siyah cay ya da oolong cayi gibi diger caylarla karsilastirildiginda ytiksek seviyelerde
katesin igerir. Piyasada bulunan c¢ofu katesin ekstraktlar1 yesil ¢aydan izole

edilmektedir (Vuong vd., 2011).

2.3.2. Oolong cay

Diinya c¢ay tiiketiminin %2’sini temsil eden oolong ¢ay1, kismi fermantasyon
ile hazirlanir ve isleme boyunca % 10-70 arasinda okside edilir. Fermantasyon iglemi
boyunca, theasinensinler gibi yeni olugsmus dimerik ve oligomerik polifenoller,
oolong c¢ayinda bulunur (Zhang vd., 2019). Cin ve Giineydogu Asya’da iyi bilinen
bir cay tiirli olan oolong cayi, ¢icek-meyvemsi aromasi ve canli yumusak ya da az aci
tadi ile unlidir. Oolong c¢aymnin karakteristik aromasi baslica, linalool, linalool
oksitler, geraniol, nerolidol, benzil alkol, feniletanol, damaskon, iyonon, metil
jasmonat ve indol dahil olmak {izere bol miktarda ugucu bilesikler ile iligkilidir (Hu

vd., 2018).

Oolong ¢ay tiretiminde fermentasyon olarak bilinen oksidasyon derecesine
gore fenolik bilesikler kismen degisime ugramaktadir. Dolayisiyla oolong ¢ay hem
onemli miktarda primer fenoliklerden olan kategsinleri hem de sekonder fenoliklerden
olan theaflavin ve thearubiginler gibi oksidasyon iriinlerini igerdigi igin siyah ¢aya
gore daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Hem okside olmamis hem de
okside olmus fenolik bilesikleri iceren oolong c¢ay ise antioksidan, antikanserojen,
antialerjik, diyabeti, obeziteyi, ateroskleroz ve kalp hastaliklarin1 dnleyici 6zellikleri
bildirilmistir (Koca vd., 2014).



Oolong c¢ayi, yesil c¢aydan daha yiiksek konsantrasyonda polimerik
polifenollere ve daha diisiik EGCG konsantrasyonlarma sahiptir (Fang ve ark., 2019).

2.3.3. Siyah ¢ay

Siyah cay, okside veya tamamen fermente edilmis ¢aydir. Cay yapraklarmin
soldurulmasindan sonra fermente edilmis bir ¢ay iirlinii olarak iretilir. Siyah ¢ayin
kalitesi kompleks bir olaydir ve yesil yapraklarin dogal kimyasal bilesimine ve
proses boyunca iiretilen kimyasal bilesenlere baghdir. Ezilme, yirtilma ve kivrilma
(CTC) siyah gayin kalitesi baglica, yesil yaprak hiicre kofulu i¢erisinde mevcut olan,
parlaklik, canlilik, renk ve sertlikten biiylik oranda sorumlu olan siyah ¢ay
pigmentleri, theaflavinler (altin saris1i) ve thearubiginlerin (turuncu kahverengi)
olusumuna yol agan, islem boyunca oksitlenen flavanol bilesimine baghdir (Kumar
vd., 2014).

Toplanan cay yapraklar1 fabrikada islenir ve buna goére iki tiir ¢ay vardir:
CTC siyah ¢ay ve ortodoks (rolling) siyah ¢ay; solma, yuvarlama, kurutma ve
smiflandirma dahil olmak tizere ¢esitli asamalar sayesinde tiretilir (Vuong vd., 2011).
Kirma, koparma(tearing) ve kivirma islemlerinden sonra iiretilen siyah CTC ¢ay1
fermente edilmis bir caydir ve fiziksel Gzellikleri diger fermente edilmemis cay
cesitlerinden genellikle farkhidir (Laddi vd., 2012). Bu islem asamalarinin disinda,
fermantasyon islemi, fermantasyon zemininde, teknesinde veya konveyorde cay
bitkisinin alikonma siiresi islenmis siyah ¢ayin nihai kalitesine karar vermede énemli
rol oynayan kritik islemlerden biridir. Tam da bu siiregte, ¢ay yapraklari rengi
yesilden bakir kahverengi veya siyaha doniistir. Ayrica, otsu yaprak kokusu yalnizca
bu islem asamasinda ¢igek kokusuna doniisiir (Bhattacharyya vd., 2007). CTC ¢ayz,
ortodoks, yesil cay gibi diger cay tiirlerinden daha ucuzdur, fakat kismen kalitesizdir
(Laddi vd., 2012).

Ortodoks ¢ay1 biitiin yaprak ¢aydir. CTC gay1 ise yaygin olarak sevilen siyah
cay tlriidiir. Fermantasyon islemi boyunca, c¢ay Kkatesinleri enzim katalizli
oksidasyon ve polimerizasyona ugrar. Bu, katesinlerin ¢ogunun, theaflavinler ve
thearubiginler gibi bliylik polimerik bilesikler olarak bilinen oligomerlere

doniistiiriilmesiyle sonuglanir (Zhang vd., 2019).



Siyah cay baslica thearubiginler (% 70), theaflavinler (% 12), flavonoller (%
10) ve katesinler (% 8) igerir. Ortalama bir bardak ¢ay (1 L suda 10 g cay yaprag1),%
3042 katesin ve % 3-6 kafein ile yaklagik 300 mg kat1 madde igerir. Bir caym
kalitesi esas olarak goriiniisii (renk, renk yogunlugu ve bulanikligi), tadi (burukluk,
acilik ve tatlilik) ve aromasi (¢iceksi, tatli, otsu) iizerinden degerlendirilir. Acilik ve
burukluk sirasiyla alkaloid kafein ve katesinden (tanenlerden) kaynaklanmaktadir.
Tathlik, “umami” veya “bulyon(brothy)” ya da 5-N-etil glutamin olarak tanimlanan
tada sahip olan amino asitlere, ozellikle de teanine baglanir. Theaflavinler,
thearubiginler, katesinler ve kafein siyah c¢ay kalitesinden sorumlu oldugu

bilinmektedir (Mejia vd., 2009).

Cizelge 2.1. Farkli gay tiirlerinin temel biyoaktif bilesikleri (mg/g) (Fang vd., 2019)

Yesil Cay Oolong cay Siyah cay
Katesinler 150-200 70-150 60-100
EGCG 80-120 40-90 30-60
Theaflavinler - 3-5 5-20
Thearubiginler - 5-20 60-180
Kafein 20-60 20-60 20-60

2.4. Cayin Bilesimi

Caym bilesimi iklim, mevsim, zirai uygulamalar, bitki ¢esitleri, yaprak yasi,
yaprak tipleri ve isleme yontemlerine goére degisir (Vuong vd., 2011). Cay
yapraklarinin kimyasal bilesimi oldukga iyi belgelenmistir (Senanayake, 2013). Cay
birgok dogal polifenol icerir. Yesil ¢ayda 41, fermente edilmis cayda ise 25
polifenolik bilesen tanimlanmustir (Zeng vd., 2012). Taze cay yapraklar1 kafein
(toplam kuru agirhigin yaklasik %3.5°1), teobromin (% 0.15-0.2), teofilin (% 0.02-
0.04) ve diger metilksantinler; lignin (% 6.5), organik asitler (% 1.5), klorofil ve
diger pigmentler (% 0.5), teanin (% 4), serbest amino asitler (% 1-5.5) ve birgok tat
bilesigi icerir. Ayrica, flavonlar, fenolik asitler ve depsitler, karbonhidratlar,
alkaloitler, mineraller, vitaminler ve enzimler olmak lizere ¢ok cesitli bilesenler
bulunur. Cay ayrica c¢ogunlukla quercetin, kaempferol, myricetin ve onlarin

glikozitleri olan flavonolleri igerir (Senanayake, 2013).



Caydaki bir bagka énemli polifenollu grup flavonol glikozitlerdir ve bilesim
olarak caym {ii¢ ¢esidi arasinda aymidir (Fang vd., 2019). Flavonoidler 1930’larda
kesfedildi ve ilk olarak kilcal gegirgenlik tizerindeki etkileri sebebiyle vitamin
(vitamin P) olarak kabul edilmistir. Bu bilesiklere olan ilgi, 1940’larda insan sagligi
icin mikrobesinler olarak gerekli olmadig1 gosterildikten sonra ¢lirlimeye baglamistir.
Ancak, alanmn ¢ok ilerlemesi flavonoidlerin daha biiyilk alimi ile kanser ve
kardiyovaskiiler hastalikk oraninin azaltilmasint  bagdastiran epidemiyolojik
calismalarin yaymlanmasinin ardindan 1990’lardan c¢ok daha sonra yer almustir.
Bugiin ise flavonoidlerle ilgili 30.000’in iizerinde ¢alisma yaymlanmistir (Perez-
Vizcaino vd., 2010).

Cizelge 2.2. Cay yapraginin bilesimi (Balentine vd., 1997)

Bilesenler Kuru agirhik (%)
Flavanoller 25.0
Flavonoller ve flavonol glikosidaz 3.0
Fenolik asitler ve depsitler 5.0
Diger polifenoller 3.0
Kafein 3.0
Teobromin 0.2
Aminoasitler 4.0
Organik asitler 0.5
Monosakkaritler 4.0
Polisakkaritler 13.0
Seliiloz 7.0
Protein 15.0
Lignin 6.0
Lipidler 3.0
Klorofil ve diger pigmentler 0.5
Kiil 5.0
Ucucu maddeler 0.1

Yesil ¢ayin baskin bilesenleri kuru agirligin %35’ini olusturan, flavonoller,

flavonlar ve flavan-3-ol’lar1 iceren polifenollerdir. Bunlarm % 60-80’i ¢ogunlukla
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katesin olarak bilinen flavan-3-ollerdir. Yesil ¢caymn toplam katesin ig¢eriginin % 50-
80’ini temsil eden ve en ¢ok bulunan katesini EGCG’dir (Rains vd., 2011).
Katesinler birka¢ hidroksil grubu ve iki aromatik halka ile baglantili merkezi ii¢
karbon {initesinden olusur. Cay katesinleri epistructed katesin ve nonepistructed

katesin olarak iki grup i¢inde siniflandirilir (EI-Shahawi vd., 2012).

Flavonoidler ¢ayin karakteristik tadi ve renginden biiyiik 6lgiide sorumludur
ve bu nedenle ticari olarak merak uyandirir. Ayrica, ¢ay flavonoidlerinin varhig ile
ilgili oldugu diisiiniilen cayin olumlu saglik etkilerine de ilgi artmaktadir. Caydaki en
yaygin flavonoidler, diger gidalardaki seviyelerine nazaran ¢ayda nispeten biiyiik
miktarlarda bulunan flavan-3-ol’lardir. Flavan-3-ol’lar, ¢aya 6zgilin bir flavonoid
isareti saglar. Flavan-3-ol alt siniflar1 polimerizasyon derecesine gore siralanir.
Katesinler monomer (katesin, epikatesin, epikatesin gallat, epigallokatesin ve
epigallokatesin gallat), theaflavinler dimer (theaflavin, theaflavin 3-gallate, theaflavin
30-gallate, theaflavin 3,3’-digallate) ve tiiretilmis tanin thearubiginleri bilinmeyen

yapidaki oligomerlerdir (Peterson vd., 2005).

Flavonoidler, 2-fenil benzopiran merkezli bilesiklerdir ve flavonlar,
flavanonlar, izoflavonlar, flavonoller, flavanoller ve antosiyaninler olarak 6 sinifa
bolinmiistiir (Balentin vd., 1997). Flavan-3-ol’larin ince bagirsakta emildigi ve

kapsamli bir degisime ugradigi 6ne siiriilmiistiir (Pinto, 2013).

Sekil 2.2. Temel flavonoid yapis1 (2-fenil benzopiran) (Balentine vd., 1997)

Cayda bulunan biyoaktif bilesenlerin belirlenmesi igin, yliksek basingli sivi

kromatografisi (HPLC), ultra yiiksek basingli sivi kromatografisi (UHPLC), gaz
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kromatografisi kiitle spektrometresi (GC-MS) vb. igeren g¢esitli yontemler
gelistirilmistir. Yesil, siyah ve oolong cay1 benzer polifenol igerikleri icerir, ancak
spesifik bilesimleri kismen isleme boyunca polifenol oksidasyon derecesine bagh
olarak biraz farklidir. Fermantasyon, EGCG gibi monomerik polifenolleri,
theaflavinler (% 3-6) ve thearubiginler (% 12-18) olarak isimlendirilen polimerik
polifenollere doniistiiriir. Fermantasyon islemi ayni1 zamanda ac1 tada ve siyah ¢ayin
koyu rengine katkida bulunur. Siyah caydaki katesinler sadece % 20-30 ve
theaflavinler % 50-60 oranindayken, yesil ¢ay yaklasik % 80-90 oraninda katesin ve
% 10 diger flavanolleri igerir. Ek olarak, oolong ¢ayi, yesil caydan daha yiiksek
konsantrasyonda polimerik polifenollere ve daha diisik EGCG konsantrasyonlarina
sahiptir. Katesinlerin stabilitesi pH ve sicaklia baghdir. Katesinler, pH < 4
oldugunda ¢ok iyi bir stabilite gosterirken, alkali ¢ozeltilerde (pH > 8) oldukca
kararsiz hale gelirler. Ayrica, yesil cay katesinleri, yiiksek sicakliktaki ortamlarda
kararsizdir (Fang vd., 2019). Polifenol oksidaz (PPO) ve peroksidaz (POD)’in
aktivitesi igin optimum kosullar 40 °C sicaklik ve pH 5.5’tir. Bu yiizden sicaklik ve
pH’nin ayarlanmasi bu enzimlerin aktivitelerini azaltabilir (Vuong vd., 2011). PPO
ve POD enzimlerinin varliginda, katesinler theaflavinler ve thearubiginler seklinde
okside olur (Vuong vd., 2011). Isil islem, EGCG gibi yesil ¢ay katesinlerini
epimerizasyon olarak bilinen islemle gallokatesin gallat’a (GCG) karsilik gelen

izomerlerine doniistiirebilir (Fang vd., 2019).

Gidalara antioksidan 6zellik kazandirmak ve raf dmriinii artirmak amaciyla
katesin ilavesi son donemlerde on plana ¢ikmaktadir. Gida endiistrisinde 6zellikle
lipit oksidasyonu, istenmeyen acilagmaya ve potansiyel olarak toksik reaksiyon
iirlinlerinin gelismesine neden oldugu icin 6nemli bir problemdir. Et ve et {iriinleri
genellikle % 4.5 - % 11 oraninda lipit bilesimine sahiptir ve bu yiizden lipit
oksidasyonuna elverislidirler. Bunun yaninda balik, et ve et iirlinlerinden daha fazla
lipit oksidasyonuna elverislidir. Ciinkii balik dokularindaki yaglar neredeyse
doymamis yag asitlerinden olusur. Lipit oksidasyonunu oOnlemek i¢in, biitilat
hidroksitoluen (BHT), biitilat hidroksianisol (BHA) ve tersiyer biitil hidrokinon
(TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar gida endiistrisinde koruyucu olarak yaygin bir
sekilde kullanilir.
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Ancak, bu gibi sentetik antioksidanlarin yiliksek konsantrasyonlarda toksik
oldugu belirlenmis ve bu yiizden dogal antioksidanlarin lipit peroksidasyonunu

onlemek i¢in alternatif olarak kullanilmas1 giindeme gelmistir (Vuong vd., 2011).

Katesinlerin (6zellikle EGCG) lipit peroksidasyonunu oOnlemede o-
tokoferolden (vitamin E) 20 kat ve BHA’dan ise 4 kat daha etkili oldugu
belirlenmistir. Bunun yaninda, katesinlerin bakterilerin gelisimini engelledigi yapilan
bazi ¢alismalarda belirlenmistir. Ornegin, ham katesin ekstraktlar1 Clostridium ve
Bacillus cinsi bakterilerin patojenik tiirlerini inhibe ettigi, EGCG ve GCG
katesinlerinin Clostridium botulinum, Clostridium butyricum, Bacillus cereus ve
Escherichia coli O157: H7 gibi bakterilerin gelisimini onlemede ¢ok etkili oldugu
saptanmustir (Vuong vd., 2011). Katesinler ayn1 zamanda, gida renklendiricisi olarak
kullanilan B-karoten’in bozulmasini 6nleyen vitamin E, vitamin C, trolox gibi diger
antioksidanlarla ve sitrik, malik, lirik ve tartarik asit gibi bazi organik asitlerle
sinerjist etkiye sahiptir. Deginilen bu o6zelliklerinden dolay1r katesinlerin gida
endiistrisinde potansiyel antioksidan, antibakteriyel ve antimutajen ingrediyentler

olarak kullanimi potansiyel teskil etmektedir (Vuong vd., 2011).

Caydan katesinlerin ekstraksiyonunda genellikle kloroform, etil asetat ve
hekzan gibi giivenli olmayan organik ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Cay ekstraktlarinda
kalan organik ¢6ziicii kalintilar1 insan sagligini olumsuz etkilemektedir. Organik
kimyasal kalintilardan kaginmak icin, yesil caydan katesinleri izole etmede tercih
edilen ekstraksiyon solventi su olmalidir (Muong vd., 2011). Mikrodalga destekli
ekstraksiyon, siiperkritik CO, ekstraksiyonu, sicak geri akis ekstraksiyonu ve soxhlet
ekstraksiyonu, ultrasonik ekstraksiyon, ultrayliksek basing ekstraksiyonu yesil ¢ay
yapraklarmdan polifenollerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan diger yontemler arasinda
gelmektedir (Zeng vd., 2012). Siiperkritik CO; ekstraksiyonu g¢aydan biyoaktif
bilesenleri ekstrakte etmek i¢in etkili bir metot olmasina ragmen pahali ekipman ve

tiretim maliyetleri uygulanmasini kisitlar (Li vd., 2012).

Cay katesinleri iyi bilinen antioksidanlardir ve onlarin antioksidatif 6zellikleri
vitamin C, vitamin E ve beta karotenden daha gii¢li oldugu bulunmustur.
Arastirmalar EGCG’nin antikanser ve anti-enflamatuar etkiler, giiglii antimikrobiyal
aktivite, antiviral etkiler, HIV-1 enfeksiyonunu 6nleme, prostat kanseri hiicrelerinin

biiyiimesini inhibe etme, mutasyonlar lizerindeki inhibitdr etkileri ve kolesterol
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metabolizmasinin hafifleme gibi birgok biyolojik aktiviteye sahip oldugunu agikca
gostermektedir (Liu vd., 2012). Bir¢cok epidemiyolojik ve on klinik ¢alismalari gay
icmenin kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser riskini azaltabilecegini kanitlamistir.
Bu faydali etkiler baslica caydaki theanine, piirine alkoloidler ve cay katesinlerinin

varligma dayandirilir (Zeng vd., 2012).

Cayimn obezite ve diyabet iizerindeki etkileri biiyiik ilgi gdrmiistiir, 6zellikle
EGCG’nin obezite onleyici etkileri oldugu goriilmektedir. Tip 2 seker hastaligmin
siklig1 trkiitiicii bir oranda arttigindan, bu hastaligin 6nlenmesi i¢in etkili besinsel
yaklasimlarin gerekliligi ¢ok onemlidir. Siyah cay ekstraktinin, gida alim1 boyunca
kan sekeri artisin1 baskiladigi ve diyabetik farelerde viicut agirhigmni azalttig
gosterilmistir. Insan kanserlerinin iicte biri yasam tarzindaki beslenmelerden
kaynaklanmaktadir ve 6l¢iilii diyet bu hayati tehdit eden hastaliga kars1 potansiyel bir
yaklagimdir. Bir kanser kemopreventif maddesi olarak ¢ayin kullanimi, son yirmi bes
yilda diinya c¢apmnda takdir kazandi. Hem epidemiyolojik hem de laboratuvar
calismalari, bazi kanser tiirlerinin ilerlemesinin ¢ay tiiketimi ile tersine iliskili
oldugunu gostermistir. Cay polifenollerinin, apoptotik hiicre 6liimiinii yogun bir
sekilde baglattigi ve tiimor hiicrelerinde birka¢ biyolojik yol sayesinde hiicre
dongiisiinii durdurdugu, ancak normal hiicrelerde olmadig1 one siiriilmiistiir. Cesitli
epidemiyolojik ¢alismalarmm sonuglarma gore, diizenli bir sekilde yesil cay icen
kisiler, yumurtalik ve prostat gibi viicudun ¢esitli alanlarinda daha az siklikta veya
daha az siddette kansere sahip olabilir. Diizenli olarak giinde ii¢ bardaktan daha fazla
miktarda yesil c¢ay alimmasmin sigara igenlerde akciger kanseri riskini

azaltabilecegini gosteren birgok kanit vardir (Chowdhury vd., 2016).

Yesil cay igmek veya yesil cay biyoaktif bilesiklerini yutmak yasli kadin ve
erkeklerde kemik kaybini azaltabilir boylece osteoporotik kirik risklerini diisiiriir.

Yesil cayin kemik sagligini korudugu baslica 5 olas1t mekanizma vardir. Bunlar:

Antioksidan stres etkisiyle kemik kaybin1 azaltma,
Anti-enflamatuar etkisiyle kemik kaybin1 azaltma,
Osteoblastogenezi artirma,

Osteoklastogenezi baskilama,

< N X X X

Osteoimmunolojik etkisidir.
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Akdeniz osteoporozu ¢alismasindan elde edilen sonuglar, giinde 3 bardak ¢ay
icmenin, 50 yasmdan daha biiyiik kadin ve erkeklerde kalga kirig1 riskinde %30’ luk
bir azalma ile iligkili oldugunu géstermistir (Shen vd., 2009).

2.5. Cay Atiklan

Tepe tomurcugu, ilk dort yaprak ve sap kismina kadar dordiincii yaprak
normalde yiiksek kalitede yesil cay yapmak icin kullanilan ¢ay bitkisinin yalnizca bir
kismidir. Oysa besinciden onuncu yapragin sap kismindan asagisina kadar yasl daha
olgun yapraklar genellikle budama sirasinda kesilir ve toprak igin saman Ortiisii
olarak yere birakilir. Bu yash yapraklar atik olarak kabul edildiginden yiiksek kaliteli
cay yapmak i¢in kullanilmaz. Yash ¢ay yapraklarinin katesin iceriklerinden dolay1
yeni geng yapraklara benzer antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bazi ¢alismalarla

gosterilmistir (MVuong vd., 2012).

Lin ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢alismada, tiim yash yapraklarda (besinci ila
yedinci yapraklarda) kafein seviyesinin geng¢ yapraklarda (apikal tomurcuk ve en
geng iki yaprak) oldugundan daha diisiik oldugunu; buna karsilik, yash yapraklarda
EGCG, EGC ve EC seviyelerinin geng yapraklardan daha yiiksek oldugunu
gostermislerdir. Geng ti¢ yaprakta (1-3) EGCG, EGC, ECG ve EC seviyelerinin ¢ok
diistik ve 9. yaprakta ise en yiiksek seviyeye sahip oldugunu goéstermislerdir. Bu
nedenle de yash cay yapraklar1 gida endiistrileri tarafindan katesin tozlar1 yapmak
i¢in kullanigli olabilir (Vuong vd., 2012). Yesil ¢ay atiklarinin kullanilmasi, ekolojik
cevreyi korumak ve kaynak kullanimini gelistirmek i¢in de yardimci olacaktir (Liu
vd., 2014). Yesil ¢ay atiklarindan katesinlerin saflastirilmasi i¢in makro goézenekli
adsorpsiyon re¢inelerinin kullanilmasi uygulanabilir ve etkili bir yontemdir. Yiiksek
verimlilige sahip, diisiik maliyetli ve cevreye zarari olmayan bu ydntem geng
yapraklara yakin miktarlarda katesin igeren atik yesil ¢aym endistriyel olgekte

zenginlestirilmesinde kullanilabilir.

2.6. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, kati bir ylizeye yapisan sivi faz icinde bir ya da daha fazla
bilesigin mevcut oldugu bir kiitle transfer islemidir. Gida matris sistemi igin,
makromolekiil (kati1 yiizey) ve polifenoller (bilesikler) arasindaki etkilesimin

kuvvetlendirilmesini ve pargalanmasimi i¢ceren dinamik bir prosestir (Liu vd., 2018).
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Sekil 2.3. Adsorpsiyonun temel kosullar1 (Worch, 2012)

Adsorpsiyon i¢in yiizey saglayan kati maddeler adsorbent olarak atfedilirken;
adsorbe edilecek olan c¢esitlere adsorbat adi verilir. Sivi fazin 6zelliklerini
degistirerek (6rnegin konsantrasyon, sicaklik, pH) adsorbe edilen tiirler ylizeyden
serbest birakilabilir ve tekrar sivi fazina aktarilabilir. Bu ters islem, desorpsiyon
olarak adlandirilir. Adsorpsiyon bir ylizey prosesi oldugu igin, yiizey alani
adsorbentlerin en 6nemli parametresidir (Worch, 2012).

Adsorpsiyon entalpi degerine bagl olarak, fiziksel adsorpsiyon veya kimyasal
adsorpsiyon olarak kategorize edilebilir. Fiziksel adsorpsiyon, nispeten zayif
etkilesimlerden olan Van der Waals kuvvetlerinden (dipol dipol etkilesimleri,
dagilma kuvvetleri, indiikksiyon kuvvetleri) kaynaklanir. Fiziksel adsorpsiyon
durumunda adsorpsiyon entalpisi ¢ogunlukla 50 kJ / mol’den disiiktiir (Worch,
2012). Fiziksel adsorpsiyonun ters yonlii olmasi1 desorpsiyonu miimkiin kilmaktadir.
Fiziksel adsorpsiyon ¢ok tabakali olabilir. Fiziksel adsorpsiyon prosesinin
gerceklesmesi i¢in ortama disardan bir enerji verilmesine gerek yoktur (Balci, 2007).
Kimyasal adsorpsiyon, adsorbat ve yiizey bolgeleri arasindaki kimyasal
reaksiyonlara dayanir ve bundan dolay1 etkilesim enerjileri, reaksiyon entalpilerinin
biiyiikliigiindedir (>50 kJ /mol) (Worch, 2012). Adsorbat, adsorbent yiizeyinde tek
noktada kimyasal olarak baglidir (Balc1, 2007).

Adsorpsiyon, seyreltik ¢ozeltilerden segilmis bilesiklerin ayrilmasini saglar.
Adsorpsiyon izotermleri, adsorbat-adsorbent etkilesimleri tarafindan tanimlanir ve
pratik islem icin bilgi esastir. Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
(IUPAC), mikro ve makro gozenekli adsorbanlar iizerine adsorpsiyonu tanimlamak
icin adsorpsiyon izotermini alt1 tiir olarak kabul eder (Soto vd., 2011). Bunlar;
Temkin izotermi, Brunauer, Emmett ve Teller (BET) izotermi, Dubinin-

Radushkevich (D-R) izotermi, Redlich-Peterson izotermi, Langmuir izotermi,
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Freundlich izotermidir. Temkin adsorpsiyon izotermi, adsorpsiyon 1sisimin adsorbat
ile adsorban arasindaki etkilesimden dolay1 igerigi ile dogrusal olarak azaldigi
varsayimima dayanir (Shin vd., 2016). Brunauer, Emmett ve Teller (BET)
izoterminde adsorbanin yiizeyi tek bir molekiiler tabaka halinde degil bir takim goklu
molekiiler tabakalar seklinde adsorbe olur (Orbak, 2009). Dubinin-Radushkevich (D-
R) izotermi, genel olarak Gauss enerji dagilimi olan adsorpsiyon mekanizmasini
heterojen bir yiizeye ifade etmek i¢in uygulanir (Shin vd., 2016). Redlich-Peterson
izotermi, Langmuir ve Freundlich izotermlerini bir denklem ile birlestirmistir. Diisiik
konsantrasyonlarda Henry Kanunu’na indirgenirken, yiiksek konsantrasyonlarda

Freundlich izotermine benzer davranig gostermektedir (Orbak, 2009).

Langmuir (1918) ve Freundlich (1906) tarafindan ileri siiriilen denklemler, iKi
parametreli izoterm grubunun karakteristik temsilcileridir (Worch, 2012). Langmuir
ve Freundlich’in iki parametreli izoterm denklemleri fenol adsorpsiyonunu
degerlendirmede yaygin olarak kullanilir. Langmuir izotermi, en yaygin kullanilan

iki parametreli denklemdir ve asagidaki hipotezleri varsayar: (Soto vd., 2011).

e Tiim adsorpsiyon bolgelerinde esit ¢oziinme afinitesi
e Tek adsorpsiyon mekanizmasi
e Adsorbe edilmis molekiiller arasinda etkilesimin olmamasi

e Adsorban yiizey boyunca homojendir, adsorpsiyon enerjileri sabittir.

Freundlich izotermi ne ¢ok diisiik konsantrasyonlardaki lineer araligi ne de
cok yiiksek konsantrasyonlardaki doyma etkisini tanimlayamaz. Buna karsim, orta
konsantrasyon araligi siklikla ¢ok iyi temsil edilir. Bu izoterm, sulu ¢ozeltilerden
adsorpsiyonu, ozellikle aktif karbon {izerinde adsorpsiyonu tanimlamak i¢in yaygin
olarak kullanilir (Worch, 2012). Bu tip izotermde, belirli miktarda adsorbent
tarafindan adsorplanan madde miktar1 ilk olarak basingla hizla artis gosterip daha
sonra gaz molekiillerinin kat1 yiizeyini doyurmasiyla daha yavas bir artig
gostermektedir (Orbak, 2009).

Adsorpsiyon 1sis1 ile ilgili sonuglar, adsorpsiyonun serbest enerjisinin
degisimi ve adsorpsiyonun entalpi ve entropisinin degisimleri ile olan iliskisinin
incelenmesi ile ¢izilebilir. Adsorpsiyon entropisinin degisimi, dikkate alinan
sistemde diizensizlik derecesindeki degisimi tanmimlar. Genel anlamda, adsorbatin

immobilizasyonu, adsorbat / adsorbent sistemindeki diizensizligin azalmasma yol
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acar ve bu da entropi degisiminin negatif oldugu anlamma gelir (AS,s <O0).
Istisnalara, adsorpsiyon siiresince ayrilma veya adsorbe edilenden daha fazla cesidin

desorbe edildigi yer degistirme prosesleri neden olabilir (Worch, 2012).

2.7. Makrogozenekli Adsorpsiyon Recineleri

Makrogozenekli adsorpsiyon regineleri ilk olarak 1960’larda gelistirilmistir.
Makrogo6zenekli adsorpsiyon reginesi, aktif bilesenleri bitki ekstraktindan ayirmak ve
saflagtirmak i¢in yeni gelistirilen tekniklerden biridir. Recinelerin ag ozelligi,
gbzenek yapist ve fonksiyonel gruplari, belirli organik molekiil gruplarinmn segici
olarak adsorbe edilmesi i¢in belirli bir dereceye kadar uygun olabilir. Bu materyaller
cesitli yiizey polariteleri, ylizey alanlar1 ve godzenek biiyiikliigli dagilimlar1 olan
gbzenekli polimerik kiiresel boncuklardir. I¢ yiizeyleri olan yiiksek gozenekli
polimerik yapilar1 nedeniyle organik molekiillerin sulu ¢ozeltilerden etkili bir sekilde
adsorbe yapabilmektedirler. Organik molekiiller, ¢6ziicii eliisyonu ile regineden

desorbe edilir ve kullanim i¢in geri kazanilabilir (Lin, 2006).

Recgineler baslica {i¢ tipe ayrilir; polar olmayan regineler, yar1 polar regineler
ve polar recineler. Polar olmayan recineler, genellikle polar olmayan veya hidrofobik
bir davranis sergilerler bu nedenle polar olmayan organik molekiilleri su gibi polar
coOziiciilerden adsorbe ederler. Polar recineler, genellikle polar veya hidrofilik
davranis sergilerler ve hidrokarbonlar gibi polar olmayan ¢oziiciilerden bir dereceye
kadar polariteye sahip organik molekiilleri adsorbe ederler. Yari polar regineler, hem
hipofobik hem de hidrofilik davranislar sergilerler. Polariteye ek olarak, recineler,

ortalama gbzenek biiylikliigii dagilimlarina ve ylizey alanlarina gore farkli tiplerde

smiflandirilabilir (Lin, 2006).

Makrogozenekli regineler tarafindan organik molekiillerin adsorpsiyonu, Van
der Waals kuvvetleri ve hidrojen bagmi kapsayan iki tip molekiiler etkilesime
atfedilmektedir. Bunlarin her ikisi de, bir molekiilin pozitif ucu ile diger bir
molekiiliin negatif ucu arasindaki ¢ekim gibi, iki kutup arasindaki elektrostatik
¢ekimdir. Ug tip dipol vardir. Bunlar kalict dipol, anlik dipol ve indiiklenmis
dipoldiir. Kalic1 dipol, baglanmis atomlarin elektronegatifligindeki farkliligin bir

sonucu olarak tiim polar molekiillerde bulunur. Anlik dipol, elektron bulutunda
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dalgalanma sonucu olusan gegici bir dipoldur. Indiiklenmis dipol, komsu bir dipoliin

etkisinden dolay1 olusturulan gegici bir dipoldur (Lin, 2006).

Makrogozenekli regineler, yontem kolayligi, yiiksek saflastirma etkinligi, iyi
stabilite ve kolay yenilenme gibi ayirt edici Ozellikler gosterir ve tibbi bitki
ekstraktlarindan ikincil metabolitlerin zenginlestirilmesi ve ayrilmasi alanlarinda
ortaya ¢ikmistir. Makrogdzenekli regineler, Van der Waals kuvvetini, elektrostatik
etkilesimi ve molekiiler elek etkisini (molecular sieve action) kapsayan c¢oklu
etkilesimler yoluyla adsorbentlerle etkilesime girer. Fonksiyonel asilamino ve
terminal amino gruplari i¢eren poliamid, gii¢lii hidrojen bagi etkilesimlerinden dolay1
fenolik bilesikler i¢cin spesifik segicilige sahiptir ve bu nedenle fenolik bilesikleri
izole etmek i¢in kullanilabilir. En 6nemlisi, hem makrogézenekli re¢ine hem de
poliamid genellikle hedef bilesikleri desorbe etmek icin solvent olarak su ve gida
smifi etanol kullanir ve bu nedenle daha diisiik maliyetli ve ¢evre dostudur. Son
donemlerde, ¢ay polifenollerinin makrogdzenekli regine veya poliamid kullanarak
yesil caydan basarili bir sekilde saflastirildigi bildirilmistir. Ancak, katesinler
arasindaki yapisal benzerlik ve yesil cay ekstraktlarinin kimyasal karmasikligindan

dolayi, yesil ¢caydan yiiksek saflikta EGCG’yi ayirmak daha zordur (Jin vd., 2015).

I¢ yiizey alani, por gap1 ve yiizey polaritesi, bir adsorptif makro gdzenekli
recineyi tamimlayan ii¢ temel parametredir. Makrogdzenekli bir reginenin
adsorpsiyon davranisi, geometrik yapisma baglidir. Baslica uygulamalari, sekerlerin
rafinesi, gazlarmm adsorpsiyonu, atik su aritimi, farmakolojik olarak aktif dogal
irlinlerin ayrilmasi ve zenginlestirilmesi ve diger biyolojik iirlinlerin saflagtirilmasi
olmustur. Adsorptif makrogdzenekli reginelerin, farmakolojik olarak aktif dogal
iirlinlerin farkli smiflarmin ¢ok sayida bilesenlerini saflastirma i¢in kullanigh oldugu

bulunmustur (Li vd., 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Cay atiklan

Tezde materyal olarak Dogu Karadeniz bolgesinden temin edilen yesil ¢ay
atiklar1 kullanilmigtir. Yesil ¢ay atiklar1 Rize ilinden toplanmis ve siiratli bir sekilde
laboratuvara getirilmistir. Cay atiklar1 polifenol oksidaz enzimini inhibe etmek igin
buhar uygulanmis (105 °C, 5 dk) ve daha sonra 70 °C’de etiivde kurutulmustur.
Kiiciik parcalara ayrildiktan sonra denemelerde kullamilmak iizere +4 °C’de

muhafaza edilmistir (Voung vd., 2013).

3.1.2. Standartlar ve kimyasallar

Cay atiklarmdan elde edilen ekstraklarin statik desorpsiyon asamasinda
kullanilan % 99.5’lik tarimsal kokenli etil alkol Tekkim (Bursa, Tiirkiye)
firmasindan temin edilmistir. HPLC analizlerinde mobil faz olarak kullanilan %
99.9’luk metanol Sigma-Aldrich (Louis, ABD), asetik asit ise Carlo Erba (Milano,

Italya) firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Makrogozenekli adsorpsiyon regineleri

Yesil cay atiklarindan elde edilen katesinleri saflastirmak amaciyla kullanilan
makrogdzenekli adsorpsiyon reginelerinden NKA-2, NKA-9, AB-8 ve H-103 Nankai
Universitesi Kimya Fabrikasindan (Tianjin, Cin) temin edilmistir. HP-2MG, DAX-8,
Amberlite XAD-7HP, Amberlite XAD-16 ve X-5 ise Supelco (Bellefonte, PA, USA)
firmasindan temin edilmistir. Statik ve dinamik adsorpsiyon denemelerinde
kullanilan makrogozenekli adsorpsiyon reginelerinin 6zellikleri Cizelge 3.1.°de

verilmistir.
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Cizelge 3.1. Makrog6zenekli adsorpsiyon reginelerinin 6zellikleri

Recine Yiizey alam Polarite Gozenek cap1
(m?/g) (A°)
Diaion HP-2MG 500 Polar 170 A°
NKA-2 160-200 Polar 145-155 A°
NKA-9 250-290 Polar 155-165 A°
AB-8 480-520 Yar1 polar 130-140 A°
DAX-8 160 Yar1 polar 225 A°
Amberlite XAD-7HP >380 Yar1 polar 300-400 A°
Amberlite XAD-16 800 Non-polar 200 A°
X-5 500-600 Non-polar 290-300 A°
H-103 1000-1100 Non-polar 85-95 A’

3.1.4. Denemelerde ve analizde kullanilan arag ve gerecler

Cay atiklarindan katesinlerin makrogozenekli adsorpsiyon reginleri
vasitasiyla adsorpsiyon ve desorpsiyon kapasitelerinin  belirlenmesi, statik
adsorpsiyon kinetiginin ¢ikarilmasi i¢cin otogalkalayici (Sartorius Stedim Biotech)
kullanilmistir. Adsorpsiyon denemelerinden elde edilen katesin ekstraktlarinin
bilesiminin belirlenmesi amaciyla Shimadzu LC-20AD model pompa, SIL-20AD
otodrnekleyici, DAD detektor CBM20 sistem kontrolorii, DGU-20A gaz alici, CTO-
20A kolon firmi, ve GL ODS-C18 250 x 4.60 mm, 5 pm kolondan olusan Shimadzu
HPLC sistemi kullanilmistir. Reginelerin dinamik adsorpsiyon ve desorpsiyon

denemelerinde kolon kromatografisi (1.5 x 20 cm kolon ) kullanilmustir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Yesil cay atiklarindan ekstraktlarin hazirlanmasi

Calismada +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilen yesil ¢ay atiklarindan 100
g tartilarak alinip ilk 6nce 12:1 mL/g oraninda 80 °C’deki saf su ile 30 dk boyunca
kaynatilmigtir. Daha sonra kaba silizge¢ kagidindan siiziilen yesil ¢ay atiklar1 8:1
mL/g oraninda saf su ile ayni isleme tabi tutulmustur. Elde edilen iki ekstrakt
birlestirilip 3000 x g de 5 dk +4 °C’de santrifiijlenmis ve Whatman #No 1 filtre
kagidiyla siiziilmiistiir. Elde edilen ekstrakt denemelerde ve analizlerde
kullanilincaya kadar +4 °C’de bekletilmistir (Voung vd., 2013).

3.2.2. Reginelerin hazirlanmasi

Cay atig1 ekstraktlarindan katesinlerin ekstraksiyonunda farkl yiizey alan1 ve
farkl1 polaritelere sahip makrogdzenekli adsorpsiyon regineleri kullanilmistir.
Kullanilmadan o6nce makrogdzenekli adsorpsiyon reg¢ineleri iiretici firmalarin
talimatlarina uygun bir sekilde safsizliklarin giderilmesi ve aktif hale gelmesi icin
metanolde bekletilmis ve daha sonra solventin tamamen uzaklastirilmasi amaciyla

saf suyla yikanmistir. Kapali kutularda nemli bir sekilde buzdolabinda saklanmaistir.

3.2.3. HPLC analizleri

Ekstraktlarda bulunan katesinlerin tiiriiniin ve miktarinin belirlenmesinde
Shimadzu marka HPLC kullanilmistir. HPLC analizi i¢gin C18 kolon ve PDA
dedektor kullanilmustir. Bolim 3.2.1°de anlatildigi sekilde hazirlanan ekstraktlar 0.45
um’lik naylon filtreden gecirilip, 1.5 mL’lik HPLC vialleri igerisine alinmustir.
Viallerden alman oOrneklerden 20 pL enjeksiyon yapilarak C18 kolon igerisine
verilmistir. Analizler 1 mL / dk akis hizinda mobil faz A (%100 metanol), mobil faz
B (% 0.5 asetik asit) kullanilarak gradient programda gergeklestirilmistir. Piklerin
ayrimi 30 °C sicakliktaki kolonda ve 278 nm dalga boyunda saglanmistir. HPLC

analizinde kullanilan gradient program Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. HPLC solvent yiiriitme programi

Zaman (dk) Solvent A (%) Solvent B (%)
0.01 20 80
15 30 70
27 35 65
35 20 80

3.2.4. Statik desorpiyon ve adsorpsiyon denemeleri

3.2.4.1. Reginelerin adsorpsiyon ve desorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi

Adsorpsiyon denemelerinde 3 adet polar, 3 adet yar1 polar ve 3 adet apolar
regine kullanilmistir. 250 mL’lik erlenlere 0.5 g regine (kuru agirlik) konulmus ve
iizerine 50 ml yesil ¢ay ekstrakti eklenmistir. Erlenler 24 saat boyunca yesil ¢ay
ekstrakti ile 150 rpm ve 25 °C’de calkalanmistir. Adsorpsiyon islemi
tamamlandiktan sonra rec¢ineler filtre edilip ayni kosullarda 24 saat boyunca %70’lik
etanol ile desorbe edilmistir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon ¢ozeltilerinde bulunan
EGCG ve toplam katesinlerin icerigi HPLC ile belirlenmistir. Elde edilen
degerlerden recinelerin adsorpsiyon kapasitesi asagidaki formiiller vasitasiyla

hesaplanmistir. Denemeler 3 paralelli gerceklestirilmistir.

Adsorpsiyon Kapasitesi:

_ (Cr:.v B CH:]'V (31)

4 m

ge = Adsorbentin adsorpsiyon kapasitesi (mg/g, mol/g)

Co = Adsorbatin(adsorplanan maddenin) baslangi¢ derisimi (mg/L, mol/L)
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Ce = Adsorbatin(adsorplanan maddenin) denge anindaki (adsorplanmadan

kalan) derisimi (mg/L, mol/L)

V = Cozelti hacmi (L)

m = adsorbentin agirligi (g)

Sekil 3.1. Statik adsorpsiyon ve desorpsiyon denemesi

3.2.4.2. Statik adsorpsiyon kinetiginin belirlenmesi

Makrogozenekli adsorpsiyon recineleri ile yapilan statik adsorpsiyon ve
desorpsiyon denemelerinde segilen NKA-2 reginesi ile adsorpsiyon Kkinetigi
belirlenmistir. NKA-2 reginesinde EGCG’nin statik adsorpsiyon egrisini elde etmek
icin, dnceden hazirlanmis regineler (0.5g kuru agirlik ) ve 100 mL 6rnek 250 mL’lik
erlenlere konulmustur. Erlenler 25 °C’de 24 saat boyunca 120 rpm’de galkalanmistir.
Adsorpsiyon boyunca 5, 10, 15, 30, 45, 0, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 210, 240, 270,
300 dakikalarinda ornekler alinmis ve EGCG igerigi HPLC ile tespit edilmistir.
Verilerden yararlanarak statik adsorpsiyon kinetigi ¢ikarilmistir (Jin vd., 2015).
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3.2.4.3. Adsorpsiyon izoterm ve termodinamigi

NKA-2 recinesi (0.5 g kuru agilik) ve 6 farkli baslangic EGCG
konsantrasyonundaki 100 mL’lik ¢ay ekstrakti 250 mL’lik erlenlere aktarilmistir.
Agizlart pamuk yardimiyla kapatilan erlenler 120 rpm’de 25 °C, 35 °C, 45 °C’de 24
saat boyunca calkalanmistir. Cozeltilerdeki EGCG’nin baglangic ve denge
konsantrasyonlart HPLC ile belirlenmistir. Elde edilen veriler yardimiyla izoterm

grafikleri ¢izilmis ve termodinamik 6zellikleri belirlenmistir.

A
\..
!

Sekil 3.2. Adsorpsiyon izoterm ve termodinamiginin belirlenmesinde
kullanilan NKA-2 reginesi

3.2.5. Dinamik adsorpsiyon ve desorpsiyon denemeleri

Dinamik adsorpsiyon ve desorpsiyon denemeleri NKA-2 kodlu regine ile
doldurulmus (15.0 g kuru agirhk) cam kromatografi kolonunda (i¢ c¢ap1 1.5 cm,
uzunluk 20 cm) gergeklestirilmistir. Kolonun yatak hacmi (bed volume) 35 mL
olarak belirlenmistir. Kolona 35 yatak hacmi ¢ay ekstrakti peristaltik pompa
vasitasiyla pompalanmistir. Kolondan ¢ikan ekstrakt birer yatak hacmine karsilik
gelen 8 dakika araliklarla tiiplere alinmig ve HPLC’de analiz edilmistir. Adsorpsiyon
islemi tamamlandiktan sonra desorpsiyona gec¢ilmistir. Desorpsiyon islemi toplam 35
yatak hacmi %70’lik etanol ile gergeklestirilmigtir. Desorpsiyon isleminden 6nce

kolon 3 yatak hacmi saf su ile yikanmustir.
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Desorpsiyon isleminde de her bir yatak hacmi sonunda kolondan g¢ikan
ekstrakt tiiplere alinmig ve HPLC’de analiz edilmistir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon
boyunca pompa hizi 2 rpm (35 mL/8 dK) olarak ayarlanmuistir.

Sekil 3.3. Dinamik adsorpsiyon ve desorpsiyon denemeleri
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Yesil Cayin Genel Bilesimi

Cay atiklarmdan bolim 3.2.1.°de anlatildig1 gibi hazirlanan ekstraktlar fenolik
madde analizi igin literatiirde belirtilen bazi yontemler uygulanmistir. Ancak bu
yontemlere gore elde edilen kromatogramlarda piklerin ayrimi saglanamamistir. Bu
nedenle gerceklestirilen denemeler sonucunda Cizelge 3.2.°de verilen yeni bir
yontem gelistirilmistir.

Gelistirilen yonteme gore standart katesin ¢ozeltisinin HPLC kromatogrami
Sekil 4.1.”de verilmistir.
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Sekil 4.1. Standart ¢ozelti karisiminin HPLC kromatogrami

HPLC kromatograminda elde edilen kafein ve katesin bilesenlerinin alikonma
stireleri Zuo ve ark. (2002) tarafindan elde edilen alikonma siireleri ile benzerlik
gostermektedir. Ayni sekilde El-Shahawi ve ark. (2012) tarafindan elde edilen
sonu¢lar da denemelerimizde ulasilan sonucu desteklemektedir. HPLC standart
cozeltilere ait kalibrasyon grafikleri olusturulmus ve hazirlanan ekstraktlarin

miktarlar1 hesaplanmistir. Olusturulan kalibrasyon egrileri Ek-1.’de verilmistir.
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Cizelge 4.1.’de cay atiklarindan hazirlanan ekstraktlarin katesin ve kafein

miktar1 verilmistir.

Cizelge 4.1. Yesil cay ekstraktinda bulunan bilesen miktarlar1 (mg/100g kuru yesil gay)

Bilesenler EGCG ECG EC EGC CAF
Miktar 3309 416.37 599.04 1709.31 1695.91

Yesil gay ekstraktindan elde edilen katesinlerin miktar siralamasi; EGCG >
EGC > EC > ECG seklindedir. EI-Shahawi ve ark. (2012) tarafindan yapilan
caligmada kaynamis su ile 5 dk. boyunca ekstrakte olan kuru yesil ¢aydan elde edilen
katesinlerin miktarlar1 6rnek tiirlerine gore farklilik gostermis olup katesinlerin genel
siralamasi; EGCG > EGC > ECG > EC seklinde bulunmustur. Peterson ve ark.
(2005) tarafindan yapilan ¢aligmada 90 °C’de su ile 30 dk. boyunca ekstrakte olan
kuru yesil ¢aydan elde edilen katesinlerin miktar siralamasi ise; EGCG > ECG >
EGC > EC seklinde bulunmustur. Yesil cayda en ¢ok bulunan ve ayrica en yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip olan EGCG’nin miktar1 Peterson ve ark. (2005)
tarafindan 8975 mg/100g kuru yesil cay olarak elde edilmistir. EI-Shahawi ve ark.
(2012) tarafindan ise EGCG’nin miktar1 ¢ay tiirlerine gore 2.01 ile 43.3 mg/g kuru
yesil cay arasinda degistigi tespit edilmistir. Bu degerlerin farkliligi ekstraksiyon
sicaklig1 ve sliresine, iretilen yesil ¢aymn tiirtine, iklim ve toprak c¢esidine gore

degismekle birlikte denememizde ulasilan sonucu destekler niteliktedir.

4.2. Reginelerin Adsorpsiyon ve Desorpsiyon Kapasiteleri

Cay atiklarindan elde edilen ekstraktin 9 farkli makrog6zenekli regine ile
belirlenen statik adsorpsiyon ve desorpsiyon kapasiteleri ve desorpsiyon oranlar1

Sekil 4.2.°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Farkli makrogdzenekli reginelerdeki EGCG’ nin  statik
adsorpsiyon/desorpsiyon kapasiteleri ve desorpsiyon oranlari

Sekil 4.2.°de goruldigi gibi EGCG’yi non-polar regineler igerisinde en
yiiksek oranda adsorplayan reginenin H-103 kodlu regine (50.3 mg EGCG/Q), yari
polar regineler icerisinde en yiiksek oranda adsorplayan re¢inenin XAD-7HP kodlu
regine (61.9 mg EGCG/Q) ve polar regineler igerisinde en yiiksek oranda adsorplayan
recinenin NKA-2 kodlu regine oldugu goriilmektedir.

Adsorpsiyon kapasitesi 87.8 mg EGCG/g olarak en yiiksek diizeyde NKA-2
kodlu regine ile elde edilmistir. Desorpsiyon orani % 96.2 ile en yiiksek NKA-2
kodlu reginede gergeklesmistir. Bu durumun olugsmasiim sebeplerinden biri olarak
NKA-2 kodlu reginenin polar bir yapida olmasi1 ve ayni sekilde polar bir yapiya sahip
olan EGCG ile daha fazla etkilesime girmesi gosterilebilir. Kimyasal yapilara ve
polaritelere ek olarak, makrogozenekli reginelerin adsorpsiyon/desorpsiyon
ozellikleri, ylizey alan1 ve gozenek ¢ap1 gibi fiziksel 6zellikleriyle yakindan iliskilidir
(Jin vd., 2015). Desorpsiyon yiizdeleri incelendiginde reginelerden birbirine yakin
sonuclar elde edilmistir. Desorpsiyon igsleminde kullanilan ¢dzgen tiiri desorpsiyon

yiizdesini dogrudan etkilemektedir.
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Sekil 4.3. Farkli makrogozenekli reginelerdeki toplam katesinlerin statik
adsorpsiyon/desorpsiyon kapasiteleri ve desorpsiyon oranlari

Sekil 4.3.’te yesil ¢ayda bulunan toplam katesinlerin (CAT, EC, ECG, EGC,
EGCG) adsorpsiyon ve desorpsiyon kapasiteleri ve oranlar1 verilmistir. 9 farkl
makrogdzenekli adsorpsiyon reginesi icerisinden EGCG i¢in en yiiksek degerleri
veren regineler kullanilarak toplam katesinlerin adsorpsiyon-desorpsiyon kapasiteleri
ve ayni sekilde adsorpsiyon-desorpsiyon oranlari hesaplanmistir. Adsorpsiyon ve
desorpsiyon kapasitesi gdz Oniline alindiginda NKA-2 kodlu reginenin en iyi
adsorbent oldugu ve sonraki analizlerde adsorbent materyali olarak kullanilmasina

karar verilmistir.

4.2.1. Statik adsorpsiyon kinetigi

Sekil 4.4.te 25 °C’de NKA-2 reginesinde EGCG’nin statik adsorpsiyon

kinetigi egrisi gosterilmistir.
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Sekil 4.4. 25 °C’de NKA-2 reginesinde EGCG’nin statik adsorpsiyon kinetigi egrisi

Statik  adsorpsiyon  kinetigi egrisi  NKA-2 reginesi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sekil 4.4.°te goriildiigii gibi, i1lk 15 dk boyunca adsorpsiyon
kapasitesi diizglin bir sekilde artis gostermistir. Daha sonra kademeli bir artig
izlenmistir. 180. dk’dan sonra maksimum adsorpsiyon kapasitesine ulasmustir. Jin ve
ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada rec¢inede adsorplanan EGCG molekiilii ile,
recine yiizeyindeki molekiiller arasindaki itici kuvvetlerin ve porlardaki partikiil ici
kiitle transfer direncinin EGCG tutunmasini zorlastirdigini ve bdylece emilimi
yavaslattigin1  saptamuglardir.  Statik adsorpsiyon kinetik egrisinden NKA-2

recinesinin yavas adsorpsiyon tipine sahip oldugu gézlenmistir.

4.2.2. Adsorpsiyon izotermi ve termodinamiginin belirlenmesi

[zotermler, kinetik ve termodinamik ¢alismalar, sulu ¢ozeltilerdeki organik ve
inorganik bilesiklerin adsorpsiyon siirecini tam olarak anlamada 6nemli bir rol oynar
(Tran vd., 2016). Makrogozenekli adsorpsiyon reginesi ile EGCG’nin 6 farkli
baslangi¢ konsantrasyonuna sahip ekstraktlarina ait 3 farkli sicakliktaki adsorpsiyon
izotermleri Sekil 4.5.’te, Langmuir modeline dayanan dogrusal korelasyonu Sekil
4.6.(A)’da ve Freundlich modeline dayanan dogrusal korelasyonu Sekil 4.6.(B)’de

verilmistir.
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Sekil 4.5. EGCG’nin farkli sicakliklarda NKA-2 reg¢inesindeki adsorpsiyon
izotermleri

Sekil 4.5.te  EGCG’nin  NKA-2 kodlu re¢ine iizerindeki davranisini
aragtirmak i¢cin 25°C, 35°C ve 45°C’de denge adsorpsiyon izotermleri
olusturulmustur. EGCG’nin NKA-2 kodlu reginedeki adsorpsiyon kapasitesi artan
denge konsantrasyonlar1 ile kademeli olarak artig gostermistir ve baslangic

konsantrasyonu 178.71 mg/L ye karsilik gelen noktada donme noktasina ulasilmustir.

Adsorpsiyon izotermi, adsorbentlerin adsorpsiyon kapasitesi ve belirli bir
sicakliktaki ¢ozeltide bulunan adsorbent konsantrasyonlar1 arasindaki iliskiyi ortaya
koymaktadir (Ye ve ark., 2011). Adsorbent, adsorplanan bilesik ve 6rnek hacmi sabit
tutuldugunda, adsorplanan madde miktar1 sadece sicakliga bagl olarak degisir. Ayni
baslangic konsantrasyonunda artan sicaklik ile adsorpsiyon kapasitesinde azalma

gorilmiistiir.

Yiiksek sicaklikla. EGCG molekiillerinin hareketliliginin artabilecegi ve
reginelerden desorpsiyonunun artabilecegi goriilmiistiir. Bu nedenle de en yiiksek

adsorpsiyon sicakligi 25 °C’de elde edilmistir.
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Sekil 4.6. EGCG’nin farkli sicakliklarda NKA-2 recinesindeki reg¢inesindeki
Langmuir modeline dayanan dogrusal korelasyonu (A) ve EGCG’nin farkli
sicakliklarda NKA-2 recinesindeki Freundlich modeline dayanan dogrusal
korelasyonu (B)

Sekil 4.6.(A)’da ii¢ farkli sicaklikta EGCG’nin Langmuir modeli
olusturulmustur. Cok bilesenli Langmuir denklemi, iizerinde ¢alisilan tiirlerin
adsorpsiyon davranisini tek katmanli bir adsorpsiyona dayanarak modellemek ve
adsorbatlarla herhangi bir etkilesimi goz Oniinde bulundurmamak i¢in uygulanir
(Monsanto vd., 2016). Ayrica EGCG’nin regine ylizeyine adsorpsiyon isleminin bir
monomolekiil tabakasi olusumuna ait oldugu anlamma da gelir. Monsanto ve ark.
(2016) cay c¢ozeltisinin ¢ok bilesenli yapist nedeniyle, ¢ok bilesenli Langmuir
adsorpsiyon izotermini, adsorbent iizerinde adsorbe edilen adsorbat miktarini

karakterize etmek i¢in kullanmustir.
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Sekil 4.6.(B)’de EGCG’nin ¢ farkli sicaklikta Freundlich modeli
olusturulmustur. logge’nin logCe’ye karsi degisim grafigi ¢izilmis ve dogrunun

egiminden n, kayma degerinden ise K¢ sabiti hesaplanmuistir.

Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.3.te grafiklerden elde edilen verilere gore

denklemler olusturulmus ve gerekli hesaplamalar yapilmigtir.

Cizelge 4.2. Farkli sicakliklarda NKA-2 re¢inesinde EGCG’nin Langmuir esitligi

LANGMUIR ESITLIGi

Sicaklik (C°)
Denklem R? Qn(mg/g) K. (mg/mL) R,
25° C./Q.=0.0343Ce+ 0.0009 0.9993 29.15 0.0262 0.049
35° C./Q. = 0.0356Ce+0.0013 0.999 28.09 0.0365 0.067
45° C./Q. = 0.0349Ce+0.0021 0.9929 28.65 0.0602 0.106

Cizelge 4.3. Farkl sicakliklarda NKA-2 recinesinde EGCG’nin Freundlich esitligi

FREUNDLICH ESITLIiGi

Sicaklik (C°)
Denklem R? n Ke(L/g)
25° log Q. =0.181logCe+ 1.5274 0.9187 5.52 33.68
35° log Q. = 0.1996logCe+ 1.5045 0.9479 5.01 31.95
45° log Q. =0.2748logCe+ 1.5238 0.8877 3.64 334

Sicakligin adsorbatlar ve adsorpsiyon recineleri arasindaki afiniteyi nasil
etkiledigini tanimlamak i¢in en yaygm kullanilan teorik modeller Langmuir ve

Freundlich izotermleridir (Jin vd., 2015).
Langmuir esitligi:

Ce_ 1 Co +
Qe Om € QmKl

(4.1)
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Freundlich esitligi:

1
logQe = logKf + - logCe (4.2)

Ki ve Ks sirasiyla Langmuir ve Freundlich sabiti, 1/n ise ampirik bir sabittir.

Qm ise maksimum adsorpsiyon kapasitesinde bir ampirik sabittir (mg/g).

Langmuir adsorpsiyon modeli notr pargaciklarin, yani molekiillerin enerjik
olarak homojen sorpsiyon bolgeleriyle tanimlanan sorbent yiizeyi tarafindan fiziksel
adsorpsiyonunu tarif eder. Ayrica, yalnizca adsorbent yilizeyinin monomolekiiler bir
kapsama alan1 oldugu varsayilir ve belirli bir sorpsiyon bdlgesini olusturan
desorpsiyon oranmm komsu sorpsiyon bdlgelerinin doluluk oranindan bagimsiz
oldugu disiiniilir (Kammerer vd., 2011). Langmuir modelinde R ; 0< R <1 oldugu
zaman kabul edilebilir. Bu c¢alismada elde edilen sonuglardan olusturulan

denklemlerden Ry kabul edilebilir aralikta bulunmustur.

Langmuir denkleminin aksine, ayn1 zamanda ¢ok sik uygulanan Freundlich
izotermi, heterojen sorpsiyon bolgeleri ile nitelenen adsorbent yiizeyleri {izerinde ¢ok
tabaka adsorpsiyonu {lstlenir. Buna gore, 6rnegin proteinler veya pektinler elde
etmek ve fonksiyonel veya zenginlestirilmis gidalarin takviyesi olarak kullanilan
polifenoller gibi besleyici olmayan bitki sekonder metabolitlerini geri kazanmak i¢in
kullanilabilirler (Kammerer vd., 2011). Freundlich sabiti (n) adsorpsiyonun
heterojenligi ile ilgilidir ve K adsorbentin adsorpsiyon kapasitesidir (Liu vd., 2018).
Freundlich modeline gore n sabiti 1’den biiylik ise kabul edilemez. Bu ¢alismada
elde edilen sonuglarda n sabiti 1’den biiylik ¢ikmistir. Jin ve ark. (2015) Langmuir
modelinde tahmin edilen korelasyon katsayilariin ayni sicakliktaki Freundlich
modelinden daha {istiin oldugunu, bu nedenle adsorpsiyon siirecini Langmuir

modelinin daha iyi agiklayabilecegini bildirmistir.
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Sekil 4.7. EGCG’nin NKA-2 rec¢inesindeki Van’t Hoff adsorpsiyon grafigi

Sekil 4.77de EGCG’nin NKA-2 recinesindeki Van’t Hoff grafigi
olusturulmustur. AH® ve AS° degerleri Van’t Hoff grafiginin egiminden ve

kesigiminden hesaplanmistir.

Cizelge 4.4. EGCG’nin NKA-2 reginesindeki termodinamik parametreleri

Sicaklik (C°) AG°(kj/mol) AHC°(kj/mol) AS°(j/(mol.K))
25° -24.203 -32.691 -28.219
35° -23.383
45° -22.142

Cizelge 4.4’te EGCG’nin NKA-2 reginesindeki termodinamik parametreleri
olan standart Gibbs serbest enerji degisimi (AG®), standart entalpi degisimi (AH®) ve
standart entropi degisimi (AS®) hesaplanmistir. AG°, AH® ve AS° gibi termodinamik
parametrelerin adsorpsiyon siirecinin uygunlugunu ve yapisin1 degerlendirdigi

tahmin edilmistir (Shin vd., 2016).
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AG®, AH®, AS° asagidaki denklemlerden hesaplanabilir:

AG® = —RTInK (4.3)
e A4S aHe s
=R T RT (44)

Burada K denge sabiti; R, evrensel gaz sabitidir [8314J/(mol.K)] ve T mutlak
sicakliktr  (K) (Jin  vd., 2015). Negatif AG° degerleri adsorpsiyonun
uygulanabilirligini dogrular ve mutlak degerleri adsorpsiyon itici kuvvetini Olger.
Negatif veya pozitif AH® degerleri, sirasiyla adsorpsiyonun ekzotermik veya
endotermik yapisini gosterir. Pozitif AS°® degerleri katy ¢ozelti arayiiziinde
adsorbatin rastgele diizenlendigini ortaya koymaktadir. AH® ve AS® degerleri Van’t

Hoff grafiginin egiminden ve kesisiminden bulunabilir (Soto vd., 2011).

Yapilan denemeler sonucunda elde edilen verilere gore negatif AG® degerleri
adsorpsiyon siirecinin kendiliginden oldugunu, negatif AH® degeri EGCG’nin NKA-
2 reginesine adsorpsiyonunun ekzotermik oldugunu goéstermistir. AH® degeri 50 kJ /
mol’den diisiik c¢cikmistir. Bu deger gergeklesen etkilesimler sonucundaki
tutunmalarin fiziksel adsorpsiyon oldugunu gostermektedir. Worch (2012) tarafindan
bildirilen degerler elde edilen sonuglar1 destekler niteliktedir. Bu nedenle sicaklik
artig1 ile adsorpsiyon dengesinde azalig meydana gelmistir. Negatif AS® degeri ise

adsorpsiyon sisteminin homojenliginin arttigin1 gostermistir.

4.3. Regine Yiiklii Kolonda Dinamik Adsorpsiyon ve Desorpsiyon Denemeleri

Kolon kromatografisi, az kalint1 birakan organik ¢oziiciiler, ucuz ekipman ve
daha 1iyi tekrarlanabilirliginden dolayr diger tekniklerle karsilastirildiginda ¢ok
avantaj saglar (Wang vd., 2014).
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Sekil 4.8. Dinamik desorpsiyonda elde edilen eliiat

Sekil 4.8.’de regine yiiklii kolondan bolim 3.2.1°de anlatildig1i sekilde
hazirlanan ekstrakt 35 yatak hacmi gegirilmistir. Akis hiz1 tiim yatak hacmi boyunca
en diisiik hiz olan 2 rpm’dir. Hizli bir akis hizi, EGCG’nin reg¢ine yiizeyinin aktif
bolgeleriyle yetersiz temas siiresine neden olabilir (Jin vd., 2015). Katesinler
makromolekiil bilesiklerdir, diflizyon hizi goreceli olarak yavastir ve akma hizi
arttik¢a, adsorbe edilmeden once biiyiik miktarda katesinler kolondan akar (Yan-Ilai
vd., 2003). Jin ve ark. tarafindan yapilan denemelerde de en iyi adsorpsiyon
performanst 1.0 BV/h akis hizinda meydana geldigi ve akis hizi 2.0 veya 3.0
BV/h’ye yiikseltildiginde azaldigi gériilmiistiir. Adsorpsiyon islemi tamamlandiktan
sonra desorpsiyona gecilmistir. Etanol ile desorpsiyon yapilmadan 6nce kolondan 3
BV saf su gecirilmistir. Boylece kolonda adsorbent {izerinde tutunmadan kalan
bilesenler uzaklastirilmaya galigilmistir.

Desorpsiyon islemi %70’lik etanol ile yapilmistr. Wang ve ark. (2012)
tarafindan EGCG ve kafein i¢in en iyi ¢Oziiciiniin %60-80 etanol oldugu
belirlenmistir. Desorpsiyon isleminde 1 BV etanol gegirilince adsorbe olan
katesinlerden EGCG’nin yaklagik %83’i desorbe olup ayrilmistir. Desorbe olan
EGCG’nin konsantrasyonu 190.30 mg/mL’dir. Dinamik adsorpsiyon ve desorpsiyon
katesinlerin saflastirilmasi i¢in etkin bir yontemdir. Liu ve ark. (2014) tarafindan da
dinamik adsorpsiyon ve desorpsiyonun atik yesil ¢ay yapraklarindan c¢ay
polifenollerinin ve kafeinin saflastirilmasi i¢in uygulanabilir ve etkili bir yontem

oldugu belirtilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Cay tretimi ve tiikketimi alaninda {ilkemiz diinyanin 6nde gelen iilkeleri
arasinda yer almaktadir. Cay iiretiminde tepe tomurcugu ve ilk dort yaprak ile sap
kismina dogru birkag¢ yaprak kullanilir. Geri kalan yash ve olgun yapraklar budama
sirasinda kesilerek saman Ortiisii olarak birakilir. Atik olarak birakilan bu yapraklar
saglhiga faydas: bulunan katesinler agisindan geng¢ yapraklara benzer ozellikler
gostermektedir. Bu atiklarin degerlendirilmesi i¢in bir¢ok yontem gelistirilmektedir.
Bu c¢alisma kapsaminda da yesil cay atiklarindan makrogdzenekli adsorpsiyon
recineleri ile saghga birgok acidan katkist bulunan katesinler saflastirilmaya
caligtlmistir. Ekstraktlarin hazirlanmasinda Dogu Karadeniz bdlgesinden temin
edilen atik yesil ¢aylar kullanilmistir. Yesil ¢ay ekstraktlar1 ucuz ve saghiga zarari
bulunmayan bir ¢6ziicii olan su ile elde edilmistir. Boylece pahali ve toksik olan

organik solventler kullanilmamustir.

Fizikokimyasal ozellikleri farkli olan 9 adet reginenin adsorpsiyon ve
desorpsiyon kapasiteleri, desorpsiyon yiizdeleri arastrilmistir. Bu denemeler
sonucunda adsorpsiyon kapasitesi en yiiksek olan NKA-2 kodlu regine en uygun
recine olarak se¢ilmistir. Segilen reginenin diger recinelere gore en yiiksek degerleri
vermesinin sebebi olarak polar yapida olmasi ve ayni sekilde polar yapida olan
katesinlerle iyi bir etkilesime girmesi olarak diisiiniilmektedir. Ayni1 zamanda
kullanilacak reg¢inenin literatiirde yapilan c¢alismalar dikkate alinarak adsorpsiyon

kinetigi, izotermi ve termodinamik 6zellikleri arastirilmastir.

Adsorpsiyon kinetigi denemeleri sonucunda NKA-2 kodlu re¢inenin yavas bir
adsorpsiyon tipine sahip oldugu gozlenmistir. Ug farkli sicaklikta gergeklestirilen
izoterm denemelerinde ise sicakligin artistyla katesinlerin hareketliliginin arttig1 ve
regineden desorpsiyonunun artabilecegi goriilmiistiir. Artan sicaklik degerleri ile
adsorpsiyon kapasitesinde azalma gergeklestigi tespit edilmistir. Bu nedenle de en
diisiik sicaklik olan 25 °C’de en yiiksek adsorpsiyon kapasitesi elde edilmistir.
Yapilan denemeler sonucunda oda sicakligma yakin sicaklikta adsorpsiyon

kapasitesinin en yliksek degerde oldugu gdzlenmistir.

Termodinamik denemeler ise adsorpsiyon isist olarak da tanimlanan
adsorpsiyon entalpisinin negatif degerde bulunmasi adsorpsiyon olayinin ekzotermik

bir reaksiyon oldugunu gostermektedir. Serbest enerji degisiminin negatif degerleri
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gerceklesen adsorpsiyon siireCinin kendiliginden oldugunu gostermistir. Standart
entropi degisiminin negatif degeri ise sivi ortamindaki diizensizligin adsorbent

yiizeyine tutunarak diizenli hale gelmesi olarak diisiiniilmektedir.

Dinamik adsorpsiyon denemeleri ile ¢ay atiklarindan elde edilen ekstraktlar
kolondan gegirilerek saflastirilmaya ¢alisilmistir. NKA-2 kodlu regine ile doldurulan
kolonda oda sicakliginda denemeler gerceklestirilmis ve bdylece ek bir 1sitma
islemine gerek duyulmamustir. ilk yatak hacminde EGCG’nin yaklasik %83’ii

desorbe edilmistir.

Sonug olarak, yesil ¢ay atiklarinda bulunan fonksiyonel 6zelliklere sahip
katesinlerin ¢evreci ve ucuz bir yontem olan makrogdzenekli adsorpsiyon regineleri
ile saflastirilmasinin miimkiin oldugu bu ¢alisma ile ortaya konulmustur. Elde edilen
katesin ekstraktlarmin daha stabil olarak muhafaza edilmesi amaciyla enkapsiilasyon

gibi tekniklerin ileriki arastirmalarda kullanilabilecegi degerlendirilmistir.
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7. EKLER

EK-1. HPLC standart maddelere ait kalibrasyon grafikleri
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