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SIMGELER DiZziNi

Q3G Kuarsetin-3-glukosid
HPLC Yiksek basingh sivi kromatografisi
K3RG Kamferol-3-rutinosid

C (+)-Katesin

EC (-)- Epikatesin

GC (-)- Gallokatesin

EGC (-)- Epigallokatesin
EGCG (-)- Epigallokatesin gallat
EGC (-)- Epikatesin gallat
Q3RG Rutin

Na,CO; Sodyum karbonat

TF Teaflavin

TF-f Serbest Teaflavin
TF-3-G Teaflavin-3-gallat
TF-3-G Teaflavin-3’-gallat
TF-3,3-DG  Teaflavin-3,3’-digallat

Ka Kuru agirlik

Dw Dry weight
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GIZELGELER DIiZziNi

Tablo 1.



1. PROJENIN TURKCE VE INGILIiZCE ADI ve OZETLERI

Islenmis Tiirk Caylarinda Isleme Yontemi, Cay Sinifi ve Siirgiin Déneminin Fenolik

Madde Dagilinn Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

OZET

Bu caligmada 3 farkli hasat doneminde (Mayis, Temmuz ve Eyliil) toplanan ve 2 ayr1 isleme
yontemine gore (Ortodoks ve Cay-Kur) islenen 7 siif ¢cayin fenolik madde ve alkaloid yapisi
tarafimizdan gelistirilen bir HPLC metodu ile belirlenmis ve incelenen parametrelerin bu
bilesiklerin miktar ve dagilimi, dolayisiyla cay kalitesi {izerine, etkisi ortaya konulmustur.
Incelenen drneklerde, baslica alkaloid olarak kafein (17.51-26.26 mg/g ka) ve teobromin
(0.14-0.21 mg /g ka) saptanmistir. Fenolik bilesiklerden ise iki katesin: epigallokatesin gallat
(0.25-3.16 mg/g ka) and epikatesin gallat (0.16-2.54 mg/ g ka); bir flavonol glikozid: rutin
(0.96-1.98 mg/g ka) ve dort teaflavin bilesigi: serbest teaflavin (1.21-4.34 mg/g ka), teaflavin-
3-gallat (2.49-6.10 mg/g ka), teaflavin-3’-gallat (1.56-3.64 mg/g ka) ve teaflavin-3,3’-gallat
(4.19-6.12 mg/g ka) saptanmistir. Caylarin alkaloid ve fenolik madde igerikleri kivirma
prosesi, hasat donemi ve ¢ay sinifindan 6nemli dl¢ilide etkilenmistir. Hasat donemi ele
alindiginda en yiiksek alkaloid ve fenolik madde igerigi Mayis donemi ¢aylarinda
belirlenmistir, bunu sirasiyla Temmuz ve Eyliil dénemi ¢aylari izlemistir. isleme ydntemine
gore ise Cay-Kur yontemi ile iiretilmis ¢ay orneklerinin igerigi Ortodoks yontemine gore
islenenlerden daha yiiksek bulunmustur. Genel olarak, 1. ve 2. sinif ¢aylarin alkaloid ve
fenolik igerikleri daha yiiksek bulunmus olup 7. siif ¢aylar da bunlara yakin sonu¢ vermistir.
Cay orneklerinde siniflarin toplam fenolik madde miktar1 (47.05-83.40 mg GAE/g ka)
tizerine etkisi de yukaridaki gibidir. Ulasilan bulgular, siyah ¢ay iiretiminde kivirma prosesi,
hasat donemi ve ¢ay sinifinin ¢ayin alkaloid ve fenolik madde miktarini dolayisiyla kalitesini

belirlemede ¢ok dnemli faktorler oldugunu gdstermistir.

Anahtar kelimeler : Siyah ¢ay, alkaloid, fenolik madde, HPLC, kivirma, hasat, sinif



Determination of the effects of processing methods, tea grade and flushing periods on

phenolic composition of Turkish black teas.

ABSTRACT

According to rolling process (Orthodox and Cay-Kur) and harvesting period (May, July and
September), alkaloids and phenolic compounds of black tea comprising seven grades were
determined using a new HPLC method developed in this study.Total phenolics of teas were
determined spectrophotometrically. A good separation for compounds analysed was achieved
with the HPLC method developed. Caffeine (17.51-26.26 mg/ g dw) and theobromine (0.14-
0.21 mg /g dw) were detected as the major alkaloids in tea samples. With respect to
individual phenolic compounds: two catechins, epigallocatechin gallate (0.25-3.16mg/g dw)
and epicatechin gallate(0.16-2.54mg/ g dw); one flavonol glycoside: rutin(0.96-1.98mg/g dw)
and four theaflavin compounds: free theaflavin (1.21-4.34 mg/g dw), theaflavin-3-gallate
(2.49-6.10 mg/g dw), theaflavin-3’-gallate (1.56-3.64 mg/g dw) and theaflavin-3,3’-gallate
(4.19-6.12 mg/g dw) were found in the samples. The content of alkaloids and phenolics was
affected significantly by the rolling process, harvesting period and tea grade. The highest
level of each compound was found for tea samples manufactured by Cay-Kur rolling in
harvesting period of May followed by July and September, respectively. In general, 1*. and
0 grade teas had higher alkaloids and phenolics, followed by 7. grade ones. Similar trends
were also observed for total phenolic content of teas (47.05-83.40mg GAE/g dw).The results
obtained from this study suggested that in manufacturing black tea rolling process, harvesting
period and tea grade were very important factors determining alkaloid and phenolics content

of tea,so tea quality.

Keywords: Black tea, alkaloid, phenolics, HPLC, rolling, harvesting, grades



2- AMAC VE KAPSAM

Cay, diinyada en fazla tiiketilen icecektir ve dnemli bir tarim {iriiniidiir. Son yillarda yapilan
caligmalarda cayin saglik iizerine olan pek cok olumlu etkisi ortaya konulmustur. Bu etki
caym yapisinda bulunan polifenollerden kaynaklanmaktadir (Manzocco et al. 1998). Siyah
cayda bulunan polifenollerin biiyiik kismin1 yesil ¢aydaki katesinlerin kompleks oksidasyon
iriinli olan teaflavinler ve tearubijinler olusturur (Pelillo et al. 2002). Cayda bulunan
polifenollerin kuru cayin agirlikca %20-35’ini olusturmasi1 (Sharma et al. 2005) caym en
onemli bilesenleri oldugunun da gostergesidir. Fenolik bilesiklerin c¢aymn baslica kalite
parametrelerinden biri oldugu bilinmektedir (Yao et al. 2004, Borse et al. 2002). Klorojenik
asit, katesinler ve bunlarin tiirevleri cayin tadi (acilik ve burukluk gibi) iizerine etkili olup
(Goto et al. 1996), teaflavinler cayin renginden onemli Ol¢iide sorumludur (Obanda et al.
2001, Wang et al. 2000) ve ¢ayin pazar degerini belirlemede kriter olarak kullanilir (Wright et
al. 2002). Polifenollerin son iiriin olarak igslenmis ¢aydaki miktar1 baslica yapraklarin hasat
edildigi sezona ve isleme yontemine gore degismektedir (Aherne ve O’Brien 2002, Zuo et al.

2002).

Son zamanlarda ¢ay polifenollerinin saglik {izerine etkilerinin ortaya konmasi ile birlikte cay
fonksiyonel bir igecek 6zelligi kazanmistir.Bu konuda yapilan ¢ok sayida arastirma ile ¢ay
polifenollerinin antioksidan (Luximon-Ramma et al. 2005, Mello et al. 2004), antimutajenik
(Halder et al. 2005), antikarsinojenik (Han 1997) ve antibakteriyel (An et al. 2004) aktivite
gibi ¢ok sayida farmakolojik 6zelliklerinin oldugu ortaya konmustur. Yapilan bir ¢aligmada
siyah caydaki teaflavinlerin antioksidan aktivitesinin yesil ¢aydaki katesinlere esit oldugu
saptanmistir. Elde edilen bu sonuca gore, siyah ¢ay iiretiminde fermentasyon sirasinda
katesinlerin teaflavinlere doniisiimiiniin bunlarin serbest radikal tutma yetenegini
degistirmedigi diisiiniilmektedir (Leung et al. 2001). 7 farkli marka Ingiliz siyah ¢aymn
fenolik bilesenlerinin ve antioksidan aktivitelerinin incelendigi bir arastirmada, siyah caylarin
Ingiliz halkinin giinliik beslenmesi icin tiikettigi bircok besin maddesinden daha fazla
antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve miikemmel bir polifenol kaynagi oldugu gosterilmistir
(Rechner et al. 2002). Siyah ¢aydaki baslica polifenolik bilesikler olan teaflavinler ve bunlarin
gallat esterlerinin hidrofilik ve lipofilik fazlardaki antioksidan aktivitesi konusunda yapilan
bir calismada teaflavin-3,3'-digallatin en fazla antioksidan aktiviteye sahip oldugu bunu
sirastyla teaflavin-3'-gallat, teaflavin-3-gallat ve teaflavinin izledigi tespit edilmistir (Miller et

al. 1996).



Cayin dogrudan tliketiminin yani sira son yillarda, 6zellikle yesil caydan alkol ekstraksiyonu
ile elde edilen ticari yesil ¢cay ekstraktlarinin ¢esitli fiziksel formlarda gida antioksidani, besin
destegi, kozmetik katki maddesi ve hatta ilag olarak kullanilmaktadir (Wang et al. 2000). Cay
polifenollerinin ekstraksiyonu amaciyla kaynar su (Liang et al. 2003; Obanda et al. 2001) ile

metanol ve aseton gibi ¢esitli organik solventler ( Wang ve Helliwel 2001) kullanilmaktadir.

Giinliik hayatimizda 6nemli bir yer tutan cay bitkisi, Dogu Karadeniz Bolgesinde Arakli’dan
baslayip Giircistan sinirina kadar uzanan bolgede yetistirilmektedir. Yillik yesil ¢ay yapragi
tiretimimiz ortalama 850.000-950.000 ton arasinda olup, siyah ¢ay iiretimimiz 100.000-
150.000 ton dolayindadir. Uretim 77.000 hektarlik bir arazide gerceklestirilmekte ve yaklasik
225.000 aile c¢ay tarimi ile ugrasmaktadir. Diinya g¢ay lretiminde iist siralarda yer alan
Tirkiye’nin ihracatina bakildigi zaman iyi bir konumda olmadig1 goriilebilir. Ortalama 100-
150 bin ton siyah cay {lireten ililkemizin siyah cay ihracati ne yazik ki 5.000 ton/yil’ 1
gecmemektedir. Rakamlar arasindaki bu tezat durum tilkemizin ciddi bir ¢ay politikasina
sahip olmadigin1 ve konu {lizerinde gerekli arastirmalarin bugiine kadar yapilmadigin

gostermektedir.

Cay bitkisinin yapisinda bulunan polifenoller igerdikleri dogal antioksidanlar sayesinde son
on yilda iizerinde en ¢ok calisilan konu haline gelmislerdir. Ancak iilkemizde heniiz bu konu
tizerinde yapilmis bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu arastirma ile iilkemiz ¢aymin polifenol
profili ortaya ¢ikarilacak ve c¢ay hasat doneminin, isleme yoOnteminin ve ¢ay sinifinin
(1-7. simiflar) cay kalitesi tlizerinde en Onemli parametrelerden biri olan fenolik madde
dagilimi tizerindeki etkisi ortaya konulacaktir. Elde edilecek sonuclar uluslararasi dergilerde

yayimlatilarak, Tiirk cayinin bu yolla diinyaya tanitimi da saglanmis olacaktir.

Bu proje kapsaminda 3 farkli hasat doneminde, farkli kivirma prosesleriyle islenmis 7 farkl
simifa ait ¢ay Orneklerinin polifenolik bilesikleri kolorimetrik yontemle toplam fenolik
bilesikler seklinde belirlenmistir. HPLC yoOntemiyle ise bireysel fenolik bilesikler ve
alkaloidler tanimlanarak miktarlar1 tespit edilmis ve caydaki bu bilesenler iizerine hasat
donemi, sinif farkliliklar1 ve kivirma yontemlerinin etkisi belirlenmistir. Gergeklestirilen
arastirma ile i¢ tiiketime yonelik iiretilen ¢ayimizin en 6nemli kalite parametrelerine iliskin

veriler ortaya konularak, bu konudaki eksikligimiz tamamlanmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3. 1. Materyal

Proje materyali olarak Dogu Karadeniz bolgesindeki farkli kivirma yontemleriyle ¢ay isleyen
Melyat (Ortodoks yontemi) ve Zihni Derin (Cay-Kur yontemi) isletmelerinden saglanan siyah
cay Ornekleri kullanilmistir. Ornekler, farkli siirgiin dénemlerinde (Mayis-Temmuz-Eyliil)
toplanarak bu iki isletmede islenmis ve isletmelerde iliretimde kullanilan Middleton elek
sistemiyle 7 farkli sinif (1-2-3-4-5-6-7) olusturacak sekilde gruplara ayrilmistir. Bu ¢aylardan
3 tekerriirlii olarak temin edilmistir. Buna gore drnek sayis1 2 teknik x 3 sezon x 7 ¢ay sinifi x
3 tekerriir olmak tizere 126°dir. 1, 2 ve 3 numara caylar “imalat kirig1 ¢ay” olarak adlandirilir.
Bunlar kurutmadan ¢ikip tasnife gelen ve herhangi bir kirma islemine tabi tutulmadan elenen
caylardir. Imalat kirig1 disinda kalan caylarin mekanik olarak kirilip, tekrar elenmesi sonucu
elde edilen 4, 5 ve 6 numara caylara “kirik (kirmadan gecen) ¢aylar” denir. Ayrica hem imalat
kingi hem de kirmadan gecen caylarin tasnif eleginin altinda kalan 7 numara ¢aya da “toz
cay” denir. “Cay-KUR iiretim No 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7” belirli oranlarda harmanlanarak ticari
isimlerle piyasaya arz edilmektedir. Yukarida sozii edilen bu ¢ay drneklerinin yani sira proje
kapsaminda olmamakla birlikte siyah c¢aylarla aradaki farki ortaya koyabilmek ve ileride
yapilmasi planlanan ¢aligsmalara 1s1k tutabilmek amaciyla 3 oOrnek daha incelenmistir.
Bunlarda ikisi taze Rize Cay Arastirma Enstitlislince saglanan taze cay filizleri, digeri ise

piyasaya yeni verilmis bulunan Cay-Kur poset yesil ¢aydir.

Polifenol ekstraksiyonu i¢in kullanilan metanol (HPLC safliginda) Riedel-de Haén’den satin
alimmistir. Spektrofotometrik toplam polifenol analizinde kullanilan Folin-Cioacalteu’s
reagent, Na,CO3; E. MERCK Co. (Darmstadt, Germany)’den satin alinmistir. HPLC ile
alkaloid ve polifenol analizlerinde kullanilan Katesin (C), Epikatesin (EC), Gallokatesin
(GC), Epigallokatesin (EGC), Epigallokatesingallat (EGCG), Epigallokatesin (EGC) ve c¢ay
ekstrakt1 (tea ekstrakt) Sigma Chemical Company (St. Louis, MO)’den, kafein (1,3,7-
trimetilksantin), teobromin (3,7-dimetilksantin) ve Kuersetin glukozit (Q3G) Fluka’dan
(Biochemica-Fluka Cheme- Switzland), rutin (Kuersetin 3-ramnoglukozit, Q3RG) Wako
Chem. Co.’den, HPLC saflikta fosforik asit ve asetonitril Riedel-de Haén’ den satin
alinmistir. Caligmalarda kullanilan RP-HPLC kolon (5um Tracer Extrasil —0052 (250x4.6
mm) (TEKNOKROMA Barcelona, Spain), 0.45 um’lik membran filtreler (MACHEREY-
NAGEL PTFE, Germany)’den satin alinmistir. Caligmalarda mekanik calkalayici (Simsek



Laboratuvar), derin dondurucu (-28 °C) (PHILCO), buzdolab1 (+4 °C) (ARCELIK), HPLC
degasser (SHIMADZU, DGU-14A), spektrofotometre (SHIMADZU, UV-UIS 1601),
santrifiij (SIGMA 2-16) kullanilmistir.

3. 2. Yontem

3.2. 1. Ornek Hazirlama

Uc tekerriirlii olarak temin edilen cay oOrnekleri, laboratuvar tipi diskli degirmende
ogiitiildiikten sonra gézenek araligr 0,422 mm ve 0,177 mm olan eleklerden gecirilmis ve
analizlerde boyutlar1 bu aralikta olan 6rnekler kullanilmistir. Ornekler kullanilincaya kadar—
24°C’de muhafaza edilmistir. Polifenollerin ekstraksiyonu igin, kapaklari contali sizdirmaz
nitelikli santrifiij tliplerine 0,2 g c¢ay Ornegi tartilmis ve 10 ml % 80’lik metanol (v/v) ile
mekanik calkalayicida 14 saat siiresince, karanlikta oda sicakliginda ekstrakte edilmistir.
Stirenin bitiminde karistm 13000 d/d ‘da 10 dk santrifiij edilerek, sivi ve kati kisimlar
birbirlerinden ayrilip, sivi kisim vidali kapakli kahverengi tiiplere alinmigtir. Tiipe alinan

ekstraktlar analiz anina kadar -24 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. HPLC ile Alkaloid ve Fenolik Madde Analizi

Santrifiij edilmis ekstraktlar, ekstrakttaki metanol oranin1 % 20’nin altina diisiirmek icin saf
su ile seyreltilmis ve 0,45 um’lik membran filtreden siiziilmiistiir. Filtre edilmis ekstraktin 20
ul’ si kolona injekte edilmistir. Tekerriir sayis1 3 oldugu i¢in bu analizlerde ayrica paralelli

calisilmamistir. HPLC analizlerinde uygulanan kosullar asagida verilmistir.



Gradient elusyon

HPLC ¢alisma kosullari
programi
Model : Shimadzu stire A B
(dak) (%) (%0)
Kolon : Teknokroma Extrasil ODS2
(250x4.6 mm; 10 pm; Cyg) 0 8 92
Kolon Firini : CTO—-10A SVp 10 8 92
System Kontroler : SCL-10 Avp 57 18 82
Dedektor : Photodiode Array (PDA) 78 24 76
Basing : 250 Kgf 80 26 74
Pompa : LC-10 AOVp 92 28 72
Mobil Faz : A = Asetonitril
B = Su + %0,1 fosforik asit (w/v) 98 80 20
Dedeksiyon : 270 ve 355 nm 108 8 92
Akis Hiz1 : 1 ml/dk.
Kolon Sicaklig1 1 40°C

Enjeksiyon Miktar1  : 20 pl

Alkaloid ve polifenolik bilesiklerin analizi icin kullanilan standart maddeler Tablo 1° de
belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Ara stok ¢ozeltilerin her birinin 0.25-250 ppm arasinda
degisen konsantrasyonlarda calisilmasi ile elde edilen kalibrasyon egrileri linear olup,
korelasyon katsayilar1 0.9987-1.000 olarak bulunmustur. Siyah c¢ay Orneklerinin alkaloid ve
polifenol bilesiklerinin kantitatif olarak tayini HPLC kromatogramlarindan elde edilmis olan
integre alanlar kullanilmak suretiyle kalibrasyon egrilerinden elde edilen degerler

dogrultusunda gergeklestirilmistir.

Calismada kullanilan Extrasil ODS2 kolon (250 x 4,6 mm; 5 um) ile elde edilen ¢ay
kromatogramlarindaki bilesiklerin kalitatif olarak analizi bu bilesiklere ait standart
maddelerin cay ekstraktina ilave edilmesiyle ve s6z konusu bilesiklerin UV-spektrumlari ile
ilgili standart maddenin spektrumunun karsilastirilmasiyla gerceklestirilmistir. Fenolik
bilesiklere ait tiim piklerin tanimlanmasi ve miktarlarinin hesaplanmasi bilesigin maksimum
absorbans degeri verdigi 270 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. Ancak flavonol
glikozitleri tanimlanmasi, bunlarin iki farkli dalga boyunda maksimum absorbans vermeleri

nedeniyle 270 ve 355 nm’de yapilmustir.



Tablo 1. Kullanilan standart maddeler ve hazirlanmasi

Calisma Cozeltisi

Standart Madde Kullanilan Cozgen Stok Cozelti Konsantrasyonu Konsantrasyonu
(ppm) (ppm)
(+)-(©) % 80 metanol (v/v) 1000 5-50
(-)- (EC) % 80 metanol (v/v) 1000 5-50
(-)-(GC) % 80 metanol (v/v) 500 0.5-5
(-)-(EGC) % 80 metanol (v/v) 500 25-200
(-)- (EGCG) % 80 metanol (v/v) 1000 1- 50
(-)-(ECG) % 80 metanol (v/v) 1000 0.5-50
(-)-(CG) % 80 metanol (v/v) 500 0.25-5
Rutin % 80 metanol (v/v) 1000 5-40
Teobromin su 1000 0.25-5
Kafein % 80 metanol (v/v) 1000 25-250
Gallik asit % 80 metanol (v/v) 1000 2-8
TF-f % 80 metanol (v/v) 1000 2.99-26.52
TF-3-G % 80 metanol (v/v) 1000 6.31- 51.11
TF-3’-G % 80 metanol (v/v) 1000 5.04-39.74
TF-3,3’-DG % 80 metanol (v/v) 1000 10.65- 82.6

3.2.3. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik tayini Folin-Ciocalteu spektrofotometrik yontemi kullanilarak (Obanda ve

Owuor 1997) 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Toplam fenolik madde analizi i¢in gerekli ¢ozeltilerin hazirlanmasi asagida verilmistir:

1- Folin—Ciocalteu reagent ¢ozeltisi; 1:3 oraninda saf su ile seyreltilmistir.

2- Doygun sodyum karbonat (% 35) ¢ozeltisi; 87.5 g sodyum karbonat saf suda

¢Oziindiiriiliip 250 ml” ye tamamlanmistir. Bir gece bekletilerek, filtre edilmistir.

3- Gallik asit stok ¢ozeltisinin (500 pg/ml) hazirlanmasi; 100 ml saf suda 50 mg gallik

asit ¢oziindiiriilerek taze olarak hazirlanmistir.



4- QGallik asit calisma ¢ozeltilerinin hazirlanmasi; 500 pg/ml gallik asit stok ¢ozeltisinden
her biri 5’er ml’lik 6l¢ii balonlarina konsantrasyonu 0-55 pg/ml arasinda degisen 9

ayr1 ¢alisma ¢ozeltisi hazirlanmastir.

Kalibrasyon Egrisinin Elde Edilmesi:

Farkli konsantrasyonlardaki gallik asit ¢aligma ¢ozeltilerinin (9 adet) her birinden 0.5 ml
aliarak 0.5 ml Folin-Ciocalteu reagent ile karistirilmistir. Karisima 5 dk sonra 1 ml sodyum
karbonat ilave edilerek iyice karistirilmis ve 1 ml su ile 3 ml’ye seyreltilmistir. Elde edilen
karisim 30 dk karanlikta bekletildikten sonra olugan mavi rengin spektrofotometrede 700 nm’
de absorbansi okunmustur. Gallik asidin bu farkli konsantrasyonlarina karsi okunan

absorbanslarin grafige gecirilmesi ile bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir (R* = 0,996).

Siyah Cay Orneginde Toplam Fenolik Madde Tayini:

Orneklerde toplam fenolik madde analizi igin caylarin % 80 metanol ekstraktlar1 uygun
absorbans degerleri elde etmek icin 50 kez seyreltilmistir. Elde edilen seyreltilmis
ekstraktlarin toplam fenolik madde igerigi yukarida belirtildigi gibi saptanmistir. Burada

farkli olarak, standart gallik asit ¢ozeltisi yerine ¢ay ekstrakti kullanilmistir.

3. 2. 4. Istatistik Analiz

Istatistik analizler SPSS programi (10.1 versiyonu) ile gerceklestirilmistir. Sonuglar ortalama-
standart sapma olarak gosterilmistir. Varyans analizleri tek yonlii ve iki yonlii olarak
yapilmigtir. Ortalamalar arasindaki onemli farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirmali testi ile

belirlenmistir. Farkliliklarin p<0.05 seviyesinde énemli oldugu diistiniilm{istir.



4. ANALIZ VE BULGULAR

Aragtirma kapsaminda 3 farkli doneme (Mayis-Temmuz-Eyliil) ait 7 farkli simif cayda
kromatografik olarak alkaloid ve fenolik bilesik analizleri ile spektrofotometrik olarak toplam
fenolik madde tayini gergeklestirilmistir. HPLC ile yapilan alkaloid ve fenolik madde
analizine iliskin 6rnek bir kromatogram Sekil 1°de, tanimlanan bilesiklere ait PDA
(fotodiyotarray dedektor) UV/VIS spektrumlart Sekil 2, Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil 6’da
gosterilmistir. Kalitatif ve kantitatif analizlerin yapilmasinda yararlanmak {izere taze cay
yapragi ve yesil ¢ayda da analiz yapilmig olup Ornek bir kromatogram Sekil 3’te

gosterilmistir. Kromatogramin degerlendirilmesi ise Tablo 2’de verilmistir.

100 [ 110
270.0m |
2
a0 a0
£l i
=)
3 ey
E E
g 9 11
4| | 40
. 3 10
20 | I 20
i 1 | “ J' h h | I . Il il-
| | A | ' |
: _M L t A _.ﬂi,,. ._Irll,_____a_,_ il . ll l' ILW Y ‘Ju‘*" ““"I‘-"L'“"‘* A JUJ‘-.!L Y, 15
0 10 20 an 40 70 a0 a0 100
Mmutes

Sekil 1. Cay-Kur yontemine gore islenmis Mayis donemi 5. sinif siyah ¢ay ornegine ait tipik
bir HPLC kromatogrami. Pikler: (1) teobromin, (2) kafein, (3) EGCG, (4) ECG, (5)
Q3RG, (6) Q3G, (7) K3RG, (8) TF-f, (9) TF-3-G, (10) TF-3'-G, (11) TF-3,3'-DG,
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Sekil 2. Teobromin ve kafeinin PDA UV spektrumu (1) Teobromin, (2) Kafein
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Sekil 3. Taze cay yapragina (Muradiye klonu) ait HPLC kromatogrami
Pikler: (1) GA, (2) GC, (3) teobromin, (4) EGC, (5) C, (6) kafein, (7) EC, (8) EGCG,
(9) ECG, (10) Q3RG, (11)Q3G, (12) K3RG
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Tablo 2. Taze ¢ay yapragi (Muradiye ve Fener) ve yesil caymn (Cay-Kur) alkaloid ve fenolik

madde miktarlar1 (mg/g ka)

Bilesenler Taze cay yapragi Taze cay yapragi Yesil cay
(Muradiye) (Fener)

GC 0.74 0.22 0.72
Teobromin 0.20 0.11 0.17
EGC 47.11 29.62 28.82
C 2.58 1.64 0.60
Kafein 29.12 37.40 20.54
EC 16.01 14.68 8.52
EGCG 130.46 87.69 61.06
ECG 21.60 16.82 10.86
Rutin 3.21 4.42 1.81
GA 5.93 5.32 1.24
CG -- - 0.09

-- :Tespit edilemedi
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Sekil 4. EGCG ve ECG’nin PDA UV spektrumu (3) EGCG, (4) ECG
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Sekil 5. Q3RG, Q3G ve K3RG’nin PDA UV spektrumu  (5) Q3RG, (6) Q3G, (7) K3RG
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Sekil 6. TF bilesiklerinin PDA UV spektrumu
(8) TF-3,3'-DG, (9)TF-3-G, (10) TF-f, (11) TF-3'-G.

Incelenen cay orneklerinde hesaplanmis alkaloid degerleri Tablo 3’de, alkaloid miktarlarina
iliskin iki yonlii varyans analizi sonucu Tablo 4’te gosterilmistir. EGCG, ECG ve Rutin
miktarlart ve iki yonlii varyans analizi sonucu sirastyla Tablo 5 ve Tablo 6’da verilmistir.
Teaflavin (TF-f, TF-3-G, TF-3'-G ve TF-3,3'-DG) miktarlar ise Tablo 7°de gdsterilmis olup

bunlara iligkin varyans analizi sonuglar1 Tablo 8’ de sunulmustur.
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Tablo 3. Alkaloidlerin ¢ay sinifi, kivirma yontemi ve hasat donemine gore degisimi (mg/g ka)

Teobromin Kafein

Yontem Cay smifi Mayis Temmuz Eyliil May1s Temmuz Eyliil
1 0.20+0.01°* | | 0.19+0.01°* | | 0.17£0.01°* | [25.72+0.64™%| | 24.40+0.15% 20.27+0.66™
2 0.20+0.02°* | [ 0.18+0.01™* | | 0.17£0.00* | [25.86+1.28"° | [23.11£0.12°®*| |20.10+0.47°%*
3 0.18+0.01°* | [ 0.16£0.01™°* | | 0.16£0.00°* | [23.78+0.65*"| [23.81£0.40°"| |19.33+0.41>*

Ortodoks 4 0.16+0.00**P | [ 0.17+0.01°" | | 0.14£0.00°* | [23.28+0.40*®| [22.47+0.22°®| | 18.38+0.58"*
5 0.20+0.02°* | [ 0.17£0.00™* | | 0.14£0.00°* | [23.79£0.90*®| [21.74+0.49*"| | 17.84+0.28"*
6 0.18+0.01°" | |0.16+0.01**% | | 0.15+0.00°°* | [24.19+0.82*°°| |21.52+0.36"° 17.51+0.53%
7 0.18+0.01°" | | 0.17£0.00™® | | 0.14£0.00** | |23.12+0.61°" | [22.81+0.03 | |18.74+0.11%>*
1 0.20£0.02" | | 0.21=0.01"" | |0.15£0.00" | | 25.97+0.53" | |25.03+0.69" | | 20.85+0.66™"
2 0.19+0.01** [ | 0.20£0.01*" | [ 0.15£0.00" [ |24.14+0.41""| |23.68+0.11°"| [20.39+0.69""
3 0.19£0.01°% [ | 0.19£0.01"% | | 0.14+0.01** | | 24.65+0.33°° | |22.63+0.28°"| | 19.16+0.33**

Cay-Kur 4 0.18+0.01°" [ | 0.18+0.01"" | | 0.14+0.00*" | |24.08+0.17"| [22.76+0.38°"| | 19.54+0.35""
5 0.18+0.01°% | [0.17£0.01"*" | | 0.14£0.00** | |23.16+0.33"" | [22.13+0.31™°°| | 19.00+0.40°"
6 0.18+0.01°* | | 0.17£0.01** [ | 0.16+0.00°" | |23.03£0.41°" | |21.370.25" | | 19.33+0.26"*
7 0.20£0.01"" | | 0.18+0.00** | | 0.16+0.00°" | | 26.26+0.06" | |24.10+0.33°"| | 21.05+0.11°*

* . Aym siitundaki farkl harfler(a,b,c..) ve ayn1 satirdaki farkli harfler(A,B,C...) istatiksel olarak farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
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Tablo 4. Alkaloidlerin ¢ay sinifi, kivirma yontemi ve hasat donemine gore degisimine ait iki

yonlii varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari Teobromin Kaein

SD' KO F SD KO F
Donem 2 0.014 48.423%* 2 276.064 390.928*
Yontem 1 0.001 3.091 1 7.950 11.258*
Sinif 6 0.001 4.393%* 6 15.320 21.694*
Donem x Yontem 2 0.000 1.688 2 2.136 3.024
Donem x Sinif 12 0.000 0.517 12 0.382 0.541
Yontem x Sinif 6 0.000 0.957 6 3.227 4.570%*
Doénem x Yontem x Sinif 12 0.000 0.826 12 1.349 1.910

* 1 p<0.05 diizeyinde 6nemli
t : SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, F: F (Fisher) degeri
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Tablo 5. EGCG, ECG ve Rutin’in ¢ay sinifi, kivirma yontemi ve hasat donemine gore degisimi (mg/g ka)

EGCG ECG Rutin
Cay Mayis Temmuz Eyliil Mayis Temmuz Eyliil Mayis Temmuz Eyliil
Yontem sinif
11 0.34+0.01**" 0.26+0.02** 0.36+0.04°F 0.26£0.04** | 0.17£0.01** | [0.23+0.04"* | [1.69+0.13" 1.12+0.06™ 1.09+0.21**
2 0.38+0.07"* 0.38+0.01°* 0.39+0.07°* 0.3420.01% | [0.20£0.02™* | [0.17+0.02"* | [1.66+0.15™ 1.08+0.02"* 1.21+0.05**
3 0.42+0.01°" 0.37+0.03" 0.26+0.00** 0.52£0.02" | [0.22£0.01™* | [0.19+0.02"* | [1.50+0.08"® 1.14+0.01"* 0.98+0.05**
4 0.49+0.07*" 0.34+0.02°% 0.27+£0.01™* 0.55£0.04"® | [0.23£0.02™* | |0.25+0.02°* 1.61£0.10™ 1.08+0.04"* 0.98+0.06**
Ortodoks | |5 0.69+0.03"® 0.32+0.032* | [0.40+0.03* 0.56x0.04°® [ [0.2120.01* | [0.18£0.01°* | | 1.63+0.22*° 1.03£0.06™* | [0.96+0.10**
6 0.37+0.07**" 0.46+0.02 0.27+£0.02"* 0.42£0.10™% | ]0.26£0.04"*® | |0.16+0.01** 1.49+0.13*° | 0.93+0.03** 1.00+0.06**
7 0.61+0.22** 0.31£0.01** 0.25+0.01°* 0.53+0.14°® | [0.2120.01™* | [0.16£0.01** 1.46+£0.20** 1.07+0.01"* 1.20+0.11**
1 1.18+0.04" 0.70+0.14** 0.77+0.11** 0.94+0.07"% | 0.40+0.01** | [0.35+0.06™* 1.85+0.08"" | | 1.21+0.02* 1.08+0.10**
2 1.57+0.27"° 0.78+0.13** 0.90£0.15*% | [1.26+0.13® | [0.52+0.06™* | |0.42+0.03** | |1.92+0.09° 1.14+0.03°* | |1.10£0.13**
3 2.05+0.20"" 0.89+0.16™* 0.85+0.16** 1.47+0.14°® | 10.53+0.12°* | [0.45£0.06™" | |1.98+0.06™ 1.04+0.04™* | |1.00£0.11**
4 2.38+0.22°F 1.06+0.15™* 0.80+0.04™* 1.90£0.09%% | 10.61£0.10™* | [0.43+0.04™* | [1.82+0.06™" | [1.07£0.03™* [ [0.96+0.12**
Cay-Kur | [5 3.00+0.30°" 1.14+0.22"* 1.06+0.12%* 2.18+0.24°® | 0.79£0.13"* | [0.52+0.07°* | [1.58+0.15™ 1.06£0.06™" | [1.03+0.14**
6 3.16+0.40°" 1.38+0.21" 1.15+0.04™* 2.54+0.22™ 0.74£0.14"* | [0.59+0.03* 1.72+0.11°% | [0.97+0.01** 1.17+0.12**
7 1.06+0.12° 0.69+0.01** 0.71+0.02** 0.73+0.07°® | [0.37+0.01** | [0.34+0.01** 1.86+0.11°°% | [1.09+0.06™* | |1.06£0.05**

*: Ayn siitundaki farkli harfle r(a,b,c..) ve ayni satirdaki farkli harfler(A,B,C
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Tablo 6. EGCG, ECG ve Rutin’in ¢ay sinifi, kivirma yontemi ve hasat donemine gore degisimine ait iki yonlii varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari OHEGCG CrRca Rutin
SD' KO F SD KO F SD KO F

Donem 2 5.776 105.499%* 2 6.165 307.661%* 2 5.576 202.372%*
Yontem 1 26.697 487.602%* 1 10.421 520.026* 1 0.227 8.223*
Siif 6 0.840 15.345 6 0.469 23.384* 6 0.055 2.016
Donem x Yontem 2 3.479 63.551* 2 2.377 118.615%* 2 0.193 7.002%*
Donem x Sinif 12 0.246 4.499%* 12 0.175 8.742%* 12 0.012 0.683
Yontem x Sinif 6 692 12.636* 6 0.367 18.315* 6 0.009 0.322
Doénem x Yontem x Sinif 12 0.217 3.956* 12 0.143 7.154%* 12 0.028 1.022

* 1 p<0.05 diizeyinde 6nemli
t : SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, F: F (Fisher) degeri
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Tablo 7. Teaflavinlerin ¢ay sinifi, kivirma yontemi ve hasat donemine gore degisimi (mg /g ka)

TE-f TF-3-G

Y ontem 5(1::1};'1 Mayis Temmuz Eyliil Mayis Temmuz Eyliil
1 2.23+0.22°F 1.59+0.16** 1.58+0.04°* 4.09+0.10" 3.53+0.27°"" 3.07+0.07°*
2 2.16+0.05" 1.81+0.09"* 1.54+0.11°% 4.34+0.31°" 3.49+0.094 3.01+0.02°*
3 2.19+0.24°" 1.75+0.09"% [ [ 1.37+0.01°* | | 3.74+0.16™" 3.49+0.09"" 2.87+0.05>4
4 2.05+0.11*° 1.40+0.10** 1.30+0.01°°* | | 3.66+0.01" | | 2.93+0.16"* 2.74+0.08"*

Ortodoks 5 1.64+0.23°* 1.35+0.12** 1.30+0.06™* 3.12+0.17°° 2.84+0.22°P 2.49+0.08°*
6 1.78+0.26™ 1.38+0.06**" 1.21+0.00** 3.37+0.39"* 2.89+0.24°* 2.49+0.05*
7 1.97+0.15*° 1.56+0.06™" | | 1.46+0.04°" | | 3.44+0.49™" | | 3.06£0.01?** | | 2.93+0.10°"
1 3.87+0.24"F | | 2.36+0.20 1.95+0.15% 5.49+0.10" 3.88+0.28°* 3.25+0.13°*
2 3.89+0.31°" | | 2.18+0.09°" | | 1.78+0.09"" | | 5.27+0.10°¢ 3.54+0.13°" 3.19+0.04°4
3 3.68+0.29"F [ | 1.99+0.05* | | 1.78+0.12°* [ | 5.10+0.15° 3.22+0.13"% 2.94+0.09°*
4 3.28+0.23" | | 1.96+0.06™" | | 1.55+0.05* 4.72+0.05"C 3.30+0.20™" 2.72+0.06™

CayKur 5 2.98+0.17*° 1.81£0.07** | | 1.64+£0.12°°* | | 4.23+0.09* 3.07+0.12%° 2.69+0.10°"
6 2.97+0.21%° 1.83+0.15** 1.48+0.06** 4.19+0.09"® 2.98+0.16* 2.75+0.11**
7 4.34+0.25% | | 2.21£0.03°* | | 1.80+0.03"* 6.10+0.21%% 3.61+0.084 3.17+0.02"4
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Tablo 7.’nin devami

TE-3 -G TF-3-3 -DG
) Cay ) )
Y Ontem R Mayis Temmuz Eyliil Mayis Temmuz Eyliil
Sini1i

1 2.25+0.13% 2.30+0.20°* 2.15+0.07°* 4.96+0.14** 5.3440.30%°4 5.29+0.19°*
2 2.1840.15"* 2.03+0.22% 1.9740.17°A 5.34+0.60** 5.45+0.17%4 5.19+0.33%4
3 1.93+0.20%* 2.2440.20% 1.8840.03%%A 4.58+0.15% 5.81+0.238 5.01+0.15%4
4 1.934+0.05%4 1.8940.11%4 1.77+0.09%4 4.55+0.05* 5.14+0.17%8 4.70+0.21%48

Ortodok 5 1.56+0.11% 1.8940.13% 1.72+0.08%* 4.31+0.15% 5.01+0.28°4 4.56+0.21%

0ao0KS

6 1.70+0.23%4 1.91+0.09*4 1.66+0.04*4 4.19+0.40% 5.13£0.26™* 4.53+0.14%
7 1.86+0.20%4 2.074+0.02* 1.9940.01°4 4.2440.50** 5.33+0.01%8 4.984+(.03%A8
1 3.38+0.10%F 2.8440.19°B 2.36+0.18"* 5.84+0.01"* 6.12+0.39°* 5.60+0.37°*A
2 3.09+0.12°% 2.53+0.11°4 | | 2.1940.18%4 5.79+0.03%* 5.99+0.26*" 5.50+0.46*"
3 2.90+0.12°F 2.23+0.06™* 2.07+0.15%4 5.76+0.11°* 5.59+0.19°* 5.27+0.37°*A
4 2.56+0.09% 2.2840.08% 1.94+0.12%4 5.12+0.13% 5.54+0.25"* 5.21+0.32°4

CayK 5 2.31+0.058 2.084+0.06™P 1.87+0.09°* 4.74+0.16** 5.29+0.19°* 5.09+0.37°*

ay-Kur

6 2.33+0.06"8 2.09+0.11*B 1.8440.09%4 4.69+0.22% 5.31+0.28°4 5.06+0.38°4
7 3.64+0.24°8 2.5540.14%A 2.2440.03%4 5.87+0.20"* 5.84+0.18°4 5.51+0.04°*

* : Ayni slitundaki farkli harfler(a,b,c..) ve ayn1 satirdaki farkli harfler(A,B,C
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Tablo 8. Teaflavinlerin ¢ay sinifi, kivirma yontemi ve hasat donemine gore degisimine ait iki yonlii varyans analiz sonuglari

Varyssyon Kaynaklan TF-f TF-3-G TF-3'-G TF-3,3'-DG
SD KO F' SD KO F SD KO F SD KO F

Doénem 2 17.948  269.588* 2 24.197 288227* 2 1917  36.561% 2 2807  13.239%
Yontem 1 19.965  299.875% 1 9.991  119.010* 1  7.791  148.625*% 1 8.797  41.497*
Sinif 6 0.823 12360%* 6 1952 23253* 6  1.073  20.463* 6  1.662 7841%*
Donem x Yontem 2 4.808 72.222% 2 4.671 55.639* 2 1.825  34.809% 2 0.629 2.967
Doénem x Sinif 12 0.091 1.364 12 0.132 1.577 12 0.062 1.207 12 0.088 0.417
Yéntem x Simf 6 0.132 1.981 6 0.340 4.046* 6  0.154 2.932 6  0.151 0.714
Dénem x Yéntem x Sinif 12 0.085 1.271 12 0.181 2.155 12 0.078 1.496 12 0.167 0.787

* 1 p<0.05 diizeyinde 6nemli

t : SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, F: F (Fisher) degeri
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Incelenen 6rneklerde spektrofotometrik ydntemle belirlenmis olan toplam fenolik madde

miktarlart Tablo 9’da gosterilmis olup, iki yonlii varyans analiz sonuglar1 Tablo 10’da

verilmistir.

Tablo 9. Toplam fenoliklerin ¢ay sinifi, kivirma yontemi ve hasat donemine gore degisimi

Toplam fenolik madde (mg GAE/g ka)

Yontem Cay smifi
Mayis Temmuz Eyliil

1 66.48+0.42% 62.87+2.28°4F 57.75+1.39*
2 67.74+0.91% 61.61+0.93B 57.83+1.00°*
3 61.61£0.57°" 59.17+0.80™® 55.47+0.75

Ortodoks 4 59.56+0.14*¢ 52.87+1.37*® 47.05+0.76™*
5 56.26+0.71*" 53.19+1.47°8 48.15+0.57°*
6 56.81+1.38" 52.83+1.04°8 49.02+0.47%4
7 60.66+2.71°® 56.49+0.59""AP 52.01£0.70"*
1 83.40+1.6° 70.73+2.88°" 61.14+1.64"
2 76.00+0.75° 67.19+2.12°" 57.99+1.72%
3 75.45+0.39"" 65.54+3.76"" 56.81+2.57"

Cay-Kur 4 72.86+0.63* 61.14+1.78"" 53.50+0.34**
5 71.84+0.49°C 60.90+0.87* 53.03+1.86*
6 73.96+0.59" 58.54+1.02°" 53.90+0.47*
7 79.94+1.23% 61.92+0.36" 59.17+0.70°*

* . Aym siitundaki farkli harfler(a,b,c..) ve ayni satirdaki farkli harfler(A,B,C...) istatiksel

olarak farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
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Tablo 10. Toplam fenoliklerin ¢ay sinifi,

ait iki yonlii varyans analiz sonuglari

kivirma yontemi ve hasat donemine gore degisimine

Varyasyon Kaynaklari . Toplafn Fenolik Madde .

SD KO F
Donem 2 2160.011 356.197*
Yontem 1 2301.370 379.508*
Sinif 6 267.337 44.085%*
Doénem x Yontem 2 336.826 55.544*
Donem x Sinif 12 6.304 1.040
Yontem x Simif 6 17.795 2.935%
Doénem x Yontem xSinif 12 6.731 1.110

* 1 p<0.05 diizeyinde 6nemli

t : SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, F: F (Fisher) degeri
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5.SONUC VE ONERILER

5. 1. Siyah Cayda Alkaloid ve Fenolik Bilesiklerin Tanimlanmasi

Kromatografik analizler sonucunda cayda alkaloidlerden teobromin ve kafein, flavanol
bilesiklerinden EGCG ve ECG, flavonol glikozitlerden Q3RG ve kompleks polifenollerden
TF-f, TF-3-G, TF-3'-G ve TF-3,3'-DG Kkalitatif ve kantitatif olarak belirlenmistir. Diger
fenolik bilesiklerden, flavanol grubunda yer alan EGC, C, EC ve CG siyah c¢aylarda
beklendigi iizere belirlenememistir, zira bu bilesikler siyah caya isleme sirasinda okside
olarak teaflavin ve tearubijinleri olusturmaktadir. Flavonol glikozitlerden ise Q3G ve K3RG
kalitatif olarak belirlenmis ancak ilgili standartlar piyasada bulunamadigindan kantitatif

olarak belirlenememistir.

Sekil 1’de cay ekstraktina ait tipik bir kromatogram gosterilmektedir. Cayda bulunan
bilesiklerin tanimlanmasi; (1) ¢ay Ornegi ekstraktina internal standart madde ilavesi (2)
bilesiklerin PDA UV/VIS spektrumlar1 ve (3) alikonma siirelerinin s6z konusu bilesiklere ait
standart maddelerinki ile kiyaslanmasi ile yapilmistir. Dolayisiyla bu caligmada 3 farkli

sekilde dogrulama yapilmig olmaktadir.

Siyah caydaki baslica alkaloid bilesikler, piirin tiirevleri olan kafein (2) ve teobromindir (1).
1 ve 2 numarali piklerin PDA UV spektrumu (Sekil 2.) sirasiyla standart teobromin ve kafein
bilesiklerininki ile benzer oldugundan 1 no’lu pik teobromin, 2 no’lu pik ise kafein olarak

tanimlanmustir.

Siyah ¢ayin fenolik bilesiklerinden olan flavanollar1 olusturan bilesiklerin baslicalar1 C, EGC,
EC, EGCG ve ECG’dir (Peterson et al. 2005). Arastirmamizda incelenen ¢ay drneklerinde
flavanol bilesiklerden sadece EGCG ve ECG tespit edilebilmistir. Diger flavanol bilesiklerden
EGC, C ve EC ise higbir 0rnekte saptanamamistir. Diger bir deyisle, sadece esterlesmis
formdaki katesinler tespit edilebilmistir. Siyah ¢ay iiretiminde katesinlerden EGC ve EC
oksidasyon sirasinda TF’lere doniisiirken, C bu reaksiyonlarda yer almaz (Bonnelly et al.
2003, Wright et al. 2002). TF’lerin olusumunda katesinlerden EGC ve EGCG daha hizl
oranda okside olmaktadir. Wang et al. (2000) Cin’de {iretilen Keemun siyah cayinda
katesinlerden GCG, C ve EC’i tespit edememislerdir. Benzer sekilde, Obanda (2001) cay
yapraklarina 20° ve 30 °C fermentasyon sicakliklarinda 60-150 dk siire ile uygulanan
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fermentasyon sonucunda, siyah ¢ayda EGC’1 hi¢bir durumda tespit edememis, C’i ise ancak
20 °C’de 60-90 dk sonrasinda az miktarda tespit etmislerdir. Model ¢ay fermentasyon sistemi
lizerine yapilan bir ¢alismada ise TF olusumuna katilan katesinler arasinda dncelikle EGC ve
EGCG’nin, EC ve ECG’e gore daha kolay oksidasyona ugradigi ve ¢alisilan tiim katesin
kombinasyonlarinin oksidasyonu sonucunda higbir durumda EGC ve EGCG’e rastlanmadigi
belirtilmistir (Sanderson et al. 1972). Bu arastirmada ele alinan siyah ¢aylarda da EGC’nin

tespit edilememesi bu sonuglar1 dogrulamistir.

Diger taraftan, incelenen siyah g¢aylarmin iiretiminde hammadde olarak kullanilan taze ¢ay
yapraklarindan Mayis donemi siirgiinii Muradiye (Sekil 3.) ve Fener ile yesil ¢cayda yapilan
HPLC analizi sonucunda tespit edilmis olan katesinlerin miktar agisindan siralamasi
asagidaki gibidir:

EGCG>EGC>EC>C (Tablo 2)

Bu siralama, taze cay klonlarinda ve yesil ¢aylarda katesinlerin belirlenmesi iizerine yapilan
caligmalar (Lin et al. 1996, Zuo et al. 2002, Nishitani ve Sagesaka 2004) ile uyum i¢indedir.
Katesin miktarlarindaki farklilik katesinlerin heniiz hi¢ oksidasyona ugramamis ya da ¢ok az

ugramis (yesil cayda) olmasindan kaynaklanmaktadir.

Tablo 2’ de goriildiigl gibi, TF olusumunda rolii olan EC ile, bu olusum reaksiyonlarinda yer
almayan C siyah ¢ayin hammaddesi olan taze ¢ay yapraklarinda ve ayrica yesil cayda diger
katesinlere gore daha az miktarda bulunmaktadir. Siyah ¢ay orneklerinde bu katesinlerin
bulunmamasi, heniiz siyah ¢aya doniismemis taze yapraklarda dahi bunlarin miktarinin az
olmasindan da kaynaklanmis olabilmektedir. Diger taraftan katesinlerin pH, 1s1 ve oksijen
gibi ¢evresel faktorlere karsi gosterdikleri stabilite arasinda farkliliklar s6z konusudur. Bu
farkliliklar da EGC, EC ve C’in tespit edilememis olmasinda bir faktdr olarak

distiniilmektedir.

Sekil 1°de goriilen 6rnek kromatogramda 3 ve 4 numarali pikler, sirasiyla EGCG ve ECG
olarak tanimlanmistir. Bu piklerin Sekil 4.’de goriilen spektrumlari, bu bilesiklere ait

standartlarin spektrumlari ile benzer bulunmustur.

Cay orneklerinde flavonol glikozitlerden Q3RG (pik no 5), Q3G (pik no 6) ve K3RG (pik no

7) tanimlanarak cayda bulunduklar kesin olarak tespit edilmistir: Bunlarin Sekil 1 ve Sekil
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4’te spektrumlart gosterilmektedir. K3RG’in tanimlanmasi literatiirde belirtilen polarite
siralamas1 ve spektruma benzerliginden yararlanilarak yapilmistir. Bu 3 flavonol glikozitten
ancak rutinin standardinin bulunabilmesi nedeniyle ancak buna ait kantitatif analiz

yapilabilmistir.

Katesinlerin oksidasyon firiinii olan TF’ler polaritelerinin diisiik olmasi nedeniyle alikonma
siireleri en uzun olan, kolondan en son yikanan bilesikler olmustur. Kromatogramda no 8-11
olarak numaralandirilmis pikler TF olarak tanimlanmistir. Bu bilesiklere ait piklerin

spektrumu da Sekil 5.’de gosterilmistir.

5. 2. Cay Orneklerinin HPLC ile Belirlenmis Alkaloid Icerikleri

Tablo 3’de goriildiigi gibi Ortodoks ve Cay-Kur yontemleriyle islenmis cay Orneklerinde
genel olarak teobromin miktarlari sinif ve dénem farki olmaksizin 0.14-0.21 mg/g ka olarak
belirlenmistir (Tablo 3). Caylarin teobromin igerikleri iizerine yapilmis ¢ok siirlh sayida
arastirmaya rastlanmistir. Sharma et al. (2005)’1in yaptig1 bir calismada, siyah caylarda bu
aragtirmada belirlenen diizeylerden daha yiiksek diizeylerde (1.06-2.5 mg/g ka) teobromin
tespit edilmistir.Yapilan iki yonlii varyans analizi sonucunda yontemlerin teobromin
seviyeleri tizerine etkisi olmadigi ancak hasat donemi ve simf farkliliklarinin caylarin

teobromin igerigini onemli diizeyde etkiledigi goriilmiistiir (Tablo 4.).

Tablo 3’e gore 1. ve 2. sinif ¢aylarin teobromin igeriginin genellikle diger siniflara gére daha
fazla oldugu sdylenebilir. 3 ayr1 hasat donemi dikkate alindiginda en az teobromin igerigi
Eylil donemi hasat edilen ¢aylarda, en fazla teobromin ise Mayis donemi hasat edilen
caylarda tespit edilmistir. Her 2 yontemle islenen 3 farkli donemde hasat edilen g¢aylarin
kafein igerigi 17.51-26.26 mg/g olarak tespit edilmistir (Tablo 3). Khokhar ve Magnusdottir
(2002) 12 farkh siyah cayda kafein icerigini 25-28 mg/g, Sharma et al. (2005) Ortodoks ve
CTC tipi siyah cayda sirasiyla 17.9-17.5 mg/g kuru agirlik, Obanda et al. (2001) ise farkh
sicaklik ve siirede fermentasyona ugratilarak elde ettikleri siyah caylarda 14.25-16.95 mg/g
km kafein tespit etmislerdir. Bu aragtirma kapsamindaki ¢aylarda bulunan kafein igerikleri
literatiirde belirtilen bu degerlerle uyum saglamistir. Ding et al. (1992) 15 farkl siyah cayda
yaptiklar1 ¢aligmada g¢aylarin kafein igerigini 19.9-35.2 mg/g olarak belirlemislerdir ki bu
diizeyler genel olarak tarafimizdan belirlenen diizeylerden daha yiiksektir. Kafein, ¢ayin tadi

tizerine etkili olan en onemli metilksantin bilesigidir ve genellikle yiliksek kaliteli ¢aylarda
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kafein miktarinin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. Caylar arasinda kafein agisindan
goriilen farkliliklarin ¢aylarin islenme yontemi, hasat donemi bolgesel farkliliklar ve analiz
yontemlerindeki farkliliklar gibi faktorlerden kaynaklanabilecegi bir¢ok arastirmaci tarafindan

da belirtilmektedir.

Arastirma cay Orneklerinin 2 yonlii varyans analizi sonucunda kafein miktarlar1 arasinda
isleme yontemi, smif farkliliklar1 ve hasat edildigi donem agisindan onemli farkliliklar
bulunmustur (Tablo 4). Cay-Kur yontemine gore ¢aylarin kafein igerigi (19.00-26.26 mg/g
ka), Ortodoks yontemiyle islenen ¢aylarin kafein igeriginden (17.51-25.86 mg/g ka) daha

fazla bulunmustur.

Genel olarak 1., 2. ve 7. smif ¢aylarda kafein miktar1 daha fazla tespit edilmistir. Yontem
farki olmaksizin hasat donemi agisindan en fazla kafein igerigi Mayis donemine ait ¢aylarda
bulunmustur. Bunu sirasiyla Temmuz ve Eyliil donemi ¢aylar izlemistir. Bu egilim teobromin

i¢in alan sonucla benzerlik géstermistir.

5. 3. Cay Orneklerinin EGCG, ECG ve Rutin Icerikleri

Cay orneklerinde EGCG miktarlar1 Ortodoks yontemiyle islenen ¢aylarda 0.25-0.69 mg/g ka,
Cay-Kur yontemi ile islenen caylarda ise 0.69-3.16 mg/g ka olarak belirlenmistir (Tablo 5).
Bu miktarlarin ayni arastirma kapsaminda taze ¢ay yapraklarinda tespit edilen 130.46 mg/g ka
(Muradiye) ile 8.69 mg/g ka (Fener) diizeyindeki EGCG miktarlar1 ile kiyaslandiginda,
baslangictaki EGCG’nin ¢ok biiyiik kisminin isleme sirasinda TF ve TR’lere doniismiis
oldugu goriilmektedir (Tablo 2).

Cay orneklerinde bulunan EGCG miktarlarinin, Liang et al. (2003) tarafindan su ile ekstrakte
edilen 17 farkl: tipte siyah cayin 16’sinda bulduklar1 0.72-3.53 mg/g ka EGCG miktarlar1 ile
uyumlu oldugu saptanmistir. Ayni arastiricilar, yesil cayda bulduklar1 % 8.4 oranindaki
EGCG’nin ¢ayin fermentasyonu sirasinda ¢ok biiyiik oranda okside oldugunu belirtmislerdir.
Bu arastirma kapsaminda incelenen Cay-Kur yesil ¢ayinda tespit edilen % 6.11 (Tablo 11)
oranindaki EGCG miktarina karsilik siyah ¢ay orneklerindeki diisiik (0.25-3.16 mg/g ka)
miktarlar tespit edilmesi de arastiricilarin bulduklar1 sonuglarla uyum saglamaktadir. Benzer
sekilde CTC caymda % 70’lik metanol ektraktinda belirlenmis 0.5 mg/g ka diizeyindeki
(Sharma et al. 2005) ve 30 °C’de 60 dk fermentasyon uygulamasiyla iiretilen siyah ¢ayda
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saptanmis 2.95 mg/g ka diizeyindeki (Obanda et al. 2001) EGCG miktarlar1 tarafimizdan
belirlenen EGCG miktarlart ile uyum icindedir. Diger taraftan Khokhar ve Magnusdottir
(2002), 12 farkl ¢esit siyah ¢ayda ve Lee ve Ong (2000) su ile ekstrakte edilmis Seylan tipi
siyah cay ekstraktinda bu arastirma verilerine gore daha yiiksek miktarda, sirasiyla 2.7-25.2
mg/g ka ve 5.52 mg/g ka diizeyinde EGCG tespit etmislerdir. Sonuglar arasindaki bu farklilik,
katesin miktarlarinin ¢ayda bulunma diizeylerini belirleyen faktorlerin basinda gelen g¢ay
yapragimin kalitesi ve c¢ay iiretim yontemindeki farkliliklardan kaynaklanabilmektedir.
EGCG miktarlar iizerine sinif farkliliklarinin etkisi 6nemli bulunmazken kivirma yontemleri
ve hasat donemlerinin etkisi 6nemli bulunmustur (Tablo 6). Cay-Kur yontemiyle islenen ¢ay
orneklerinde EGCG miktar1 Ortodoks yontemiyle islenen caylardan daha fazla tespit
edilmistir. Hasat donemi dikkate alindiginda, Mayis donemi toplanarak islenmis cay
orneklerinin en fazla EGCG igerdigi, Temmuz ve Eyliil donemi toplanmis ¢aylarin EGCG

miktarlarinin ise birbirine yakin oldugu tespit edilmistir.

Siyah cayin polifenol miktar1 ve dagilimi iizerine, hasat edilen siirgiin donemlerinin etkisi
iilkeye gore bolgesel farkliliklar tasimaktadir. Caffin et al. (2004) Avustralya siyah caylarinin
iiretiminde hasat doneminin etkisini belirlemek icin yaptiklar1 calismada, bu arastirma
sonuclarindan farkli olarak, Ocak (yaz) donemine ait siyah cay drneklerinde (16.23 mg/g
ka), Ekim (sonbahar) ve Haziran (bahar) dénemi caylarindan daha fazla (sirasiyla 5.19 ile
3.62 mg/g ka) EGCG tespit etmislerdir. Bu durum siyah ¢ayin EGCG igeriginin yiiksek
oldugu doneme ait taze yapraklarda da EGCG’nin diger donemlerden daha yiiksek olmasi ile
iligkili olabilir. Robertson (1983) taze cay yapraklarinin katesin konsantrasyonlarinin bitkinin
yavas ve hizli gelistigi donemlere gore degistigini tespit etmistir. EGCG’nin ¢aym 6nemli
kalite kriterlerinden biri olarak kabul edilmesi ve saglik etkisi acgisindan en yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip katesin olmasi (Dufresne ve Farnworth 2001) nedeniyle Mayis
donemi hasat edilen Cay-Kur yontemiyle iglenmis caylarin kalitesinin daha yiliksek oldugu

sOylenebilmektedir.

Cay orneklerinde EGCG’nin yani sira tespit edilmis olan iki katesinden digeri ECG olup
Ortodoks yontemiyle islenmis caylarda 0.16-0.52 mg/g ka, Cay-Kur yontemiyle islenmis
caylarda ise 0.34-2.54 mg/g ka diizeyinde bulunmustur (Tablo 5). Bu miktarlarin taze cay
yapraklart (16.82 ve 21.60 mg/g ka) ve yesil ¢ayda (10.86 mg/g ka) bulunan ECG
miktarlarindan ¢ok diisiik oldugu goriilmektedir. EGCG’de oldugu gibi ECG’nin de biiyiik

kism1 siyah c¢ay dretimi sirasinda oksidasyona ugramistir. Siyah ¢ay iretiminde,
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fermentasyonun katesinlerin oksidasyonu iizerine etkisinin model sistemde arastirildigi bir
calismada gallatlanmis katesinlerin, gallatlanmamis katesinlerden daha hizli okside oldugu ve
yiiksek miktardaki EGCG ve ECG’nin siyah ¢ayda TF-3,3’-DG’in daha fazla olmasina yol
acacagi belirtilmistir (Bonnely et al. 2003).

Cay orneklerinde belirlenen ECG miktarlarinin (0.16-2.54 mg/g ka), Sharma et al. (2005)’1n
% 70 metanol ekstraksiyonu ile Ortodox ve CTC siyah caylarinda (sirasiyla 1.0 ve 1.5 mg/g
ka) ve Liang et al. (2003)’in 17 farkl tipte siyah c¢ayda bulduklar1 (0.61-13.55 mg/g ka)
degerler arasinda oldugu goriilmiistiir. Zuo et al. (2002), % 80 metanol ekstraksiyonu ile

Fujian siyah ¢ayinda daha yiiksek diizeylerde (4.45 mg/g ka) ECG saptamislardir.

Cay orneklerinin ECG miktarlar ¢ay smifi, kivirma yontemi ve hasat donemine goére dnemli
farkliliklar gostermistir (Tablo 6). Genellikle Ortodoks yontemi ile islenen 4. sinif ¢aylarin ve
Cay-Kur yontemi ile islenen 5. ve 6. smif ¢aylarin ECG diizeylerinin daha yiiksek oldugu
gorilmektedir. 4., 5. ve 6. sinif ¢aylarin, siniflandirma sirasinda darbe gérmemis ve kiricidan
gecirilmemis olan 1., 2. ve 3. smif caylardan daha fazla ECG icermesi ilgin¢ bir sonug
olmustur. Cay-Kur yontemiyle islenen caylarin ECG miktarlari, Ortodoks ydntemiyle
islenenlere gore daha yliksek bulunmustur. Mayis doneminde hasat edilerek islenmis
yapraklar en fazla miktarda ECG igermis ve bunu Temmuz ve Eyliil donemi ¢aylar1 izlemistir.
Siyah c¢aylardaki katesin diizeylerinde mevsimsel farklilik oldugu daha ©nce yapilan

calismalarda da tespit edilmistir.

Cay orneklerinde flavonol glikozit olarak 3 bilesik (Q3RG, Q3G ve K3RG) belirlenmis olup
standardinin mevcut olmamasi nedeniyle bunlardan yalnizca rutin i¢in kantitatif analiz
yapilmustir. Cay drneklerinin rutin igerikleri Ortodoks yontemine gore islenmis caylarda 0.96-
1.69mg/g ka, Cay-Kur yontemine gore islenmis ¢aylarda ise 0.96-1.98 mg/g ka diizeyinde
belirlenmistir. Rutin siyah c¢aylarda en fazla bulunan flavonol glikozitlerin basinda
gelmektedir (Mc Dowell et al. 1990). Price et al. (1998)’1n ¢esitli siyah c¢aylarda flavonol
glikozit icerigine iliskin yaptiklar1 ¢aligmada, ¢aylarin 15g/L’lik hazirlanan su ekstraktinda
rutin igerigi 0-24.1mg/L (0-1.6mg/g) olarak saptanmigtir. Tarafimizdan incelenen ¢ay
orneklerinin rutin miktarlari, yukarida adlar1 verilen arastirmacilarin bulduklar1 degerlerle

uyum saglamistir.
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Cay smifinin ¢aylarin rutin igerigi iizerine etkisi 6nemli bulunmamistir (p>0.05) ancak

kivirma yontemi ve hasat donemine gore rutin miktarlari 6nemli farkliliklar géstermistir.

Diger iki fenolik bilesik , EGCG ve ECG, i¢in gozlenen durum rutin i¢in de gegerli olup Cay-
Kur kivirma yontemi ile islenen ¢aylarda Ortodoks yontemine gore daha fazla rutin tespit
edilmistir. Her 2 yontem i¢in de gegerli olmak iizere Mayis donemi ¢aylarinin rutin igerikleri
daha yiiksek (p<0.05) bulunmustur. Temmuz ve Eyliil donemi c¢aylarinin rutin miktarlar1 ise
birbirine yakin olup, aralarinda énemli bir fark goriilmemistir (p>0.05). Flavonol glikozitler
icinde en fazla antioksidan aktiviteye kuersetin bilesiklerinin sahip olmasi nedeniyle rutin
cayin 6nemli bilesenlerinden biridir. Bu nedenle en fazla rutin icerdigi tespit edilen Mayis

donemi caylarinin daha 1yi kalitede oldugu s6ylenebilmektedir.

5. 4. Cay Orneklerinin HPLC ile Belirlenmis Teaflavin Icerikleri

Cayda bulunan fenolik bilesiklerden katesinlerin oksidasyon iiriinii olan ve daha kompleks
yapidaki TF’ler, siyah cayin en 6nemli bilesenleridir. Tablo 7°de goriildiigii lizere arastirma

dahilindeki siyah ¢aylarin TF icerikleri asagidaki gibidir:

TF-f: 1.21-4.34 mg /g ka;
TF-3-G: 2.49-6.10 mg /g ka;
TF-3’-G: 1.56-3.64 mg /g ka;
TF-3,3’-DG: 4.19-6.12 mg /g ka

Cay orneklerinde, TF bilesiklerinden en fazla TF-3,3’-DG tespit edilmistir. Bunu sirasiyla
TF-3 —G, TF-f ve TF-3’-G bilesikleri izlemistir. Toplam TF olarak 6rneklerde ortalama 8-20
mg/g ka diizeyinde TF bulunmustur. Liang et al. (2003) su ile ekstrakte edilmis 17 cay
orneginde ortalama degerler olarak en fazla TF-3’-G(2.98 mg /g) ve bunu takiben sirasiyla
TF-f (2.35 mg/g), TF-3,3’-DG (2.33 mg/g) ve TF-3-G (0.89 mg/g) tespit etmislerdir.
Incelenen ¢ay 6rnekleri ile kiyaslandiginda, ¢aylarda hem baskin olan TF bilesigi farkli, hem
de bireysel TF’lerin miktarlar1 daha diisiiktiir. Cay polifenollerinin analizinde, kullanilan
ekstraksiyon solventi bu bilesiklerin saptanan diizeylerinde ¢ok onemli rol oynamaktadir
(Turkmen et al. 2005, Perva-Uzunalic et al. 2005). Steinhaus ve Engelhardt (1988) farkl: tipte
siyah caylarin su ekstraktinda 1.35-5.27 mg/g TF-f, 0.94-4.96 mg /g TF-3,3’-DG, 1.10-4.13
mg/ g TF-3’-G ve 0.92-2.60 mg/g TF-3-G saptamislardir. Siyah ¢ayda, katesin ve TF’lerin
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caymn tadi lizerine etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢caligmada su ekstraktlarinin ¢ok
diisiik seviyelerde TF icerdigi ve caylara gore degismek iizere TF bilesiklerinden birinin
cayda daha baskin oldugu belirtilmistir (Ding et al. 1992). Farkli caligmalarda bulunan TF
miktarlarindaki diisiikliigiin olas1 sebepleri olarak yetersiz ekstraksiyon, ticari ¢aylar i¢in uzun
siire depolanmislik ve Ortodoks yonteminin kullanilmis olmasi gosterilmektedir. Arastirma
cay Orneklerinde TF bilesiklerinden en fazla TF-3,3’-DG bulunmasina karsilik daha once
yapilmis ¢alismalarda genellikle birbirinden farkli TF bilesiklerinin ¢ayda daha baskin oldugu
tespit edilmistir. Bu farkliligin olusmasinda bolgesel, genetik, agronomik ve isleme yontemi
gibi faktorlerin rol oynadigi belirtilmektedir. TF bilesiklerinin  siyah ¢ayin duyusal
ozelliklerini belirlemede ¢ok dnemli rolii vardir. Owuor et al. (2005), burukluk olarak TF
monogallatlarin ve digallatin TF-f* den sirasiyla 2.22 ve 6.4 kat daha fazla burukluga sahip
oldugunu belirtmisler ve TFDG esdegerinin Kenya siyah c¢aylarmin kalitesinin
belirlenmesinde ¢ok 6nemli bir parametre oldugunu tespit etmislerdir. Buna karsilik siyah
caydaki TF-f ve TF-3’-G ile caym toplam kalitesi arasinda yiiksek bir korelasyon
saptanmistir (Liang et al. 2003).

Cay oOrneklerinin TF bilesiklerinin miktar1 hasat donemi, kivirma ydntemi ve smf
farkliliklarina gére 6nemli degisiklik gostermistir (Tablo 8).

Ortodoks yontemine gore islenmis ¢aylarda tespit edilmis TF bilesiklerinin miktar1 asagida

belirtildigi gibidir:
TF-f: 1.21-2.23 mg/g ka;
TF-3-G: 2.49-4.34 mg/g ka;

TF-3’-G: 1.56-2.25 mg/g ka;
TF-3,3’-DG: 4.19-5.81 mg/gka

Cay-Kur yontemine gore islenmis ¢ay drneklerinde ise daha yiiksek TF bilesikleri saptanmis
olup, diizeyleri asagidaki gibidir:
TF-f: 1.48-4.34 mg/gka
TF-3-G: 2.69-6.10 mg/g ka
TF-3’-G: 1.84-3.64 mg/gka
TF-3,3’-DG:  4.69-6.12 mg/g ka

Cay-Kur yonteminde, yapraklarin fermentasyon oncesi daha iyi parcalanmasi ve daha fazla

hiicre 6z suyunun disar1 ¢ikarilabilmesi nedeniyle, fermentasyon sirasinda polifenoller daha
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1yi oksidasyona ugrar. Ortodoks yonteminde ise rotorvan kullanilmadigindan yaprak hiicreleri
daha az zarar gormekte ve polifenol oksidaz (PPO) enzimi ile fenolik madde temas yeterince
ger¢eklesememektedir.Daha Once yapilan c¢alismalarda da Ortodoks yontemiyle islenen

caylarin TF miktarlarinin daha diisiik oldugu belirtilmistir.

TF bilesiklerinin ¢ay sinifina gore degisimi diizenli bir egilim gostermemekle birlikte 1. siif
caylarin TF diizeyleri, diger siiflara gore daha farkli (p<0.05) ve daha fazla bulunmustur. 2.
ve 7. smif ¢aylarin TF miktarlarinin ise 1. siif ¢aylarinkine yakin oldugu gozlenmistir. 1. ve
2. smif caylar, siniflandirma sirasinda darbe gérmemis ve kiricidan gecirilmemis ¢aylardir. Bu
nedenle, polifenollerinin zarar gérmemis olmasi bu caylarin TF igeriklerinin yiiksekliginin
sebeplerinden sayilabilir. Bu ¢aylarin, daha kii¢iik ¢cay yapraklarindan olugmasi ve dolayisiyla
daha iyi oksidasyona ugramalar1 da diger olasi sebeplerdendir.7. sinif ise kiricidan gecen ve
geemeyen caylarin elenmesi sirasinda elek altinda kalan en ince caylardir. Bunlarin TF
iceriklerinin yiiksekligi ise, kiricidan gegmeyen caylara ait elek alt1 kismini daha fazla oranda

icermelerinden kaynaklanabilmektedir.

Bu caligmada, Mayis donemi ¢aylar1t TF-f, TF-3-G ve TF-3’-G acisindan 6nemli (p<0.05)
farklilik gostermistir. Mayis donemini Temmuz ve Eyliil donemleri takip etmistir. TF
olusumundan sorumlu PPO enzimi ile katesinler arasindaki etkilesim olduk¢a komplekstir.
Buna karsin, daha onceki bdliimlerde belirtildigi gibi taze cay yapragindaki katesin
miktarlarinin mevsimlere bagimlilig1 nedeniyle Mayis donemi islenen taze yapraklarin katesin
seviyelerinin yiiksekligi bu sonuca yol agabilmektedir. Siyah caydaki TF seviyesi, taze
yapraklardaki katesin igeriginin yani sira yapraklarin PPO aktivitesine de baghdir. Mayis
donemi taze ¢ay yapraklarinin PPO aktivitesi Temmuz ve Eyliil donemine gore daha yiiksek
bulunmustur (Ravichhandran ve Parthiban 1998). Bunlara ilave olarak, hasat mevsimine bagl
olarak hava sicakligi ve nemdeki degisiklik cayin isleme asamalarini dolayisiyla TF
miktarlarini etkilemektedir. Sud ve Baru (2000) siyah ¢ayin TF bilesiklerinin ve organoleptik
Ozelliklerinin, mevsime bagli olarak, nisbi nem, yagis diizeyi, sicaklik ve evaporasyon gibi
meteorolojik kosullardaki farklilik nedeniyle, degisiklik gdsterdigini tespit etmislerdir. Ayni
arastiricilar serin ve nemli donemlerde TF miktarinin azaldigini belirlemisglerdir. Ele alinan
cay Orneklerinin TF-3,3’-DG miktari, diger 3 TF bilesiginden farkli olarak en fazla Temmuz
doneminde bulunmus olup bunu sirasiyla Eylill ve Mayis aylar1 izlemistir. TF-3,3’-DG’1n
olusumunda esterlesmemis formdaki katesinler (EGCG ve ECG) yer alir. Katesin

konsantrasyonlarinin PPO aktivitesi {izerine etkisinin incelendigi model fermentasyon

32



sisteminde EGC ve EC konsantrasyonundaki artis TF olusumunu artirmis ancak EGCG ve
ECG deki artig belli bir noktadan sonra enzim inhibisyonu nedeniyle TF miktarinda azalmaya
yol agmistir (Robertson 1983). Arastirma kapsamindaki Mayis donemi Orneklerinde daha
fazla TF-f, TF-3-G ve TF-3’-G tespit edilmesi, Mayis donemi taze yapraklardaki daha fazla
katesinden kaynaklandigindan, katesinlerden EGCG ve ECG fazlaligt da TF-3,3’-DG
miktarini sinirlandirabilecegi soylenebilir. TF bilesiklerinin siyah ¢ayin kalitesini belirleyen
en Onemli parametrelerden biri olmasi nedeniyle Temmuz dénemi ¢aylarinin kalitesinin daha
yiiksek oldugu sdylenebilmektedir.Diger taraftan TF-f, TF-3-G ve TF-3’-G bilesikleri
acisindan da Mayis donemi caylar1 i¢in ayni degerlendirme yapilabilmektedir. Bu konuda
kesin bir sonuca varabilmek i¢in hangi TF bilesiginin caym duyusal kalitesi ile iliskili
oldugunun belirlenmesine gereksinim duyulmaktadir. Ulkelere hatta ayni iilke iginde farkl
bolgelere gore degismek iizere TFDG veya TFDGE (Owuor et al. 2005), TF-3’-G (Wright et
al.2002) veya TF-f ve TF-3’-G’in birlikte (Liang et al. 2003) cayin duyusal kalite

ozellikleriyle yiliksek korelasyon gdstermistir.
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5. 5. Cay Orneklerinin Toplam Fenolik Madde Icerikleri

Cay orneklerinde Folin-Ciocalteu yontemiyle toplam fenolik madde analizi sonucunda
Ortodoks yontemine gore islenen caylarda 47.05-67.74 mg GAE/g ka, Cay-Kur yontemine
gore islenen caylarda ise 53.03-83.40 mg GAE/g ka toplam fenolik tespit edilmistir. Daha
once yapilmis caligmalarda farkli piyasa siyah cay orneklerinde demir tartarat yontemiyle
50.2-131 mg /g ka (Liang et al. 2003), Folin-Ciocalteu yontemiyle de 4 farkli markaya ait
siyah ¢ayda 80.5-134.9mg GAE/g km (Khokhar ve Magnusdottir 2002) diizeyinde toplam
fenolik madde tespit edilmistir. Tarafimizdan yapilan ¢alismada incelenen ¢ay orneklerinin
toplam fenolik madde diizeyleri yukarida belirtilen bu degerler arasinda yer almistir. Diger
taraftan Caffin et al. (2004) siyah ¢ay iiretiminin farkli asamalarinda demir tartarat yontemiyle
yaptiklar1 toplam fenolik madde analizi sonucunda siyah ¢ayda 94.15-170.19mg/g km toplam
fenolik madde belirlemislerdir. Caffin et al. (2004)’in ulastig1 sonuglarin bu arastirmanin
bulgularindan ve oOnceki calismalardan daha yiliksek degerlerin bulunmasi ¢aylarin cesit,
isleme yontemi ve analiz Oncesinde depolanma siirelerindeki farkliliklardan
kaynaklanabilmektedir. Ornegin, botanik orijini Sri Lanka olan iki farkl1 yesil ¢cayin toplam
polifenol igerigi (%26 ve 34), orijini Cin olan ii¢ farkli yesil ¢ayin polifenol iceriginden (%
21, 21 ve 23) daha fazla bulunmustur (Yao et al. 2005).

Bu ¢alismada, ¢ay 6rneklerinin toplam fenolik miktar1 iizerine kivirma yontemi, ¢ay sinifi ve
hasat doneminin etkisi 6nemli (p<0.05) bulunmustur. HPLC ile belirlenen fenolik bilesik
miktarlarinda goriildiigii gibi , toplam fenolik madde agisindan Cay-Kur yontemiyle islenmis
caylarda daha yiiksek degerler elde edilmistir.7 farkli sinif ¢ay Orneklerinin toplam fenolik
diizeyleri karsilastirildiginda 4., 5. ve 6. simf caylar daha diisiik diizeyde toplam fenolik
madde i¢ermistir. 7. sinif ¢aylar ise en yiiksek toplam fenolik madde iceren 1.,2. ve 3. sinif
caylart takip etmistir. Bu egilim,¢ay Orneklerinin ¢ay polifenollerinin en biiylik kismini
olusturan TF bilesikleri agisindan gdstermis oldugu egilimle uyum saglamistir. Hasat donemi
dikkate alindiginda Mayis donemine ait ¢aylarda Temmuz ve Eyliil donemine gore daha fazla
toplam fenolik madde (56.26-83.40 mgGAE/g ka ) tbulunmustur. Bu farklilik istatistiki olarak
onemli bulunmustur (Tablo 10). En az toplam fenolik madde miktar1 (48.15-61.14 mg GAE/g
ka) Eylil donemi caylarda saptanmistir. Bu sonu¢ siyah cay Orneklerinde HPLC ile
belirlenmis olan alkaloid ve fenolik bilesiklerin hasat donemlerine gore degisimi ile benzerlik

gostermistir.
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Bu arastirma sonucuna gore; gerek bireysel fenolik bilesiklerin, gerekse toplam fenolik madde
miktarinin Cay-Kur yontemiyle islenen 6rneklerde daha fazla olmasi nedeniyle bu yontemin
yayginlastirilmasi onerilebilir. Bu yontemle Mayis doneminde iiretilen ¢aylar ise kalitesi en
yiiksek caylar olarak degerlendirilebilir. Caylarin hasat donemi ve farkli cay siiflarinin
fenolik madde ve alkaloid igerigi dikkate alinarak ¢ay harmanlari yeniden diizenlenebilir.
Ayrica, bu faktorlerin dikkate alinmasi durumunda, ¢aylarimizin ihra¢ edilme potansiyeli
artabilecektir. Ulkemizde daha yiiksek kaliteli gay iiretilebilmesi acisindan daha kaliteli cay
veren cayliklarin olusturulmasi ve hasatta yalnizca 2.5 yapraklik siirglinlerin hasadina dikkat

edilmesi biiylik 6nem tagimaktadir..
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7. EKLER
a) Mali Bilanco ve Aciklamalar
Projenin toplam biitcesi :22.000.000.000. TL
Demirbas Alim1: Ultrasonik banyo, pipet seti ve kesintisiz gii¢c kaynagi: 5.240.860.000 TL
Sarf Malzemesi Alim1 (kimyasal madde ve cam malzeme): 16.193.400.000 TL
Kullanilmayan (artan) Odenek : 565,740,000 TL
b) Makine ve techizat durumu: Bu malzemeler demirbas malzemeler olmakla birlikte
gergekte simirli dmrii olan malzemelerdir ve halen her {i¢ii de laboratuvarimizda
kullanilmaktadir.
c)Yok

d)Yok

e)Yok
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