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Ozet

Giliney Hindistan'in 6nde gelen c¢ay germplazmlarinin enzim aktiviteleri ve substrat diizeylerindeki
varyasyonlar incelenmistir. Polifenollerin, katesinlerin (substrat) ve polifenol oksidazin (PPO) iceriginde
gorilen degisimler, mamul siyah ¢ay kalitesini etkiler. PPO enzimi ¢ay stirglinlerinde bulunur ve oksijenin
mevcudiyetinde theaflavin formlarina kadar katesinler arasindaki reaksiyonlar1 katalizler. Baslica
katesinler ; epikatesin (EC), epigallo katesin gallat (EGCG), epikatesin gallat (ECG) ve epigallo katesin (EGC)
oksidasyon islemi siiresince theaflavinler (TF), thearubiginler (TR) ve yiiksek polimerize maddeler (HPS)
gibi kalite bileseni formlarina kadar PPO ile reaksiyonlar olustururlar. Siyah ¢ayda ki theaflavinler ile basit
theaflavin, theaflavin monogallat (TFMG), theaflavin digallat (TFDG) gibi fraksiyonlar1 ve deme renk veren
TR ve yiiksek polimerize maddeler gibi dem karakteristiklerinden sorumlu olan gerekli kalite
bilesenleridir. Kivrilmis yapraklarin oksidasyonu, ¢ay imalatinin farkl1 asamalari stiresince devam ederken
PPO aktivitesinde, polifenol ve katesin igeriklerinde bir azalma gozlemlenmistir. Veriler, oksidasyon
reaksiyonunun, oksidasyonun baslangi¢ asamalar: siiresince daha hizli oldugunu ortaya koymustur. Bu
periyot sliresince, oksijen tliketimi en yliksekti ve ardindan azalmistir. Cay klonlarinin kalite potansiyelini
karakterize etmek i¢cin (PPO) enzim ve onun substrati (katesinler) arasindaki oran kullanilmistir. Enzim
substrat oranina dayali olarak klon kalite ortalamasi ve orta, yiiksek gibi 6ne ¢ikan cay klonlarini
kategorize etmek i¢in bir deneme yapilmistir. Katesin formlar1 ve PPO arasindaki oranin gostergesi olan
farkli ¢ay klonlarinin theaflavin (oksidasyon iiriinii) igerigi siyah c¢ay kalitesini belirleyen 6nemli bir
kriterdir. Sonuglar, orta kaliteli (SA-6) ve yiiksek kaliteli (CR-6017) olarak bilinen standart klonlar ile
karsilastirilarak elde edildi. Calismada ortaya konulan enzim substrat orani, mevcut c¢ay
germplazmlarindan istiin kaliteli klonlar1 tanimlamak i¢in kullanilabilir.

Takdim

Cay polifenolleri, katesinleri ve polifenol oksidaz1 (PPO) gibi biyokimyasal bilesenler dogas1 geregi siyah
cayin kalitesiyle iliskilidir. Son yillarda, biyokimyasal bilesenler ve oksidasyon (fermantasyon) siiresince
meydana gelen degisimler tizerindeki bilgide belirgin bir bicimde artis olmustur. Biyokimyasal analizler
genel olarak kendine 6zgii aromasi ile siyah ¢ay tiretmek icin toplanan ve islenen geng lriin siirgiinleri
diizeyi ile sinirlandirilmist: (Millin & Rustridge).

Kesme, yirtma ve biikme (CTC) tipi siyah cay imalati; soldurma, CTC, oksidasyon ve kurutmay: kapsar.
Soldurma siiresince nem igeriginde bir azalma ve substrat ile birlikte enzim diizeylerinde hafif bir cogalma
dikkat ceker. Mamul cayin tiim kalitesi ve tadi, yapraklarin soldurulmasi siiresince meydana gelen
biyokimyasal bilesenlerdeki degisimlere ve nem icerigine baghdir. Soldurmadan sonra yapraklar, onlari
pargalara ayiran “rotornave” igerisin den gegcirilir. Parcalanmis yapraklar sonra, birbirine ters yonde
donen paslanmaz ¢elikte ylizeyleri piirtizlii tamburlar (CTC) arasinda 4 kez islenir. Oksidasyon siiresince,
siyah cayin karakteristik tadi ve kalite bilesenlerinin olusumuna yol acan 6nemli biyokimyasal degisimler
meydana gelir. Bu, kivrilan (parcalanan) yapraklarin (dhool) son biyokimyasal bilesenlerinin; zaman,
oksijen diizeyi, nem ve sicaklik gibi faktorler yoluyla etkilendigi kritik bir asamadir. Yapraklarin optimal
oksidasyonundan sonra 10-20 dakika siireyle 120 °C’de kurumasi saglanir. Bu asamada, enzim aktivitesi
durdurulur ve nemin bir alt limite kadar kaldirilmasiyla sonuglanir.

Oksidasyon siiresince, oksijenin mevcudiyetinde baslica katesinler ve onlarin epikatesin (EC), epigallo
katesin gallat (EGCG), epikatesin gallat (ECG) ve epigallo katesin (EGC) gibi fraksiyonlari olan fenolik
bilesikler ile PPO etkilesimleri, o-quinon’larin iki molekiilii arasindaki kondensasyon reaksiyonlarinin bir
lirtinii olan altin sarisi theaflavinlerin (theaflavin, theaflavin-3 gallat, theaflavin-3“galat ve theaflavin-3-3°
gallat) gelisimiyle sonug lanir (Owuor & obanda 1998; Madanhire, Whittle & Khumalo,1996). Potansiyel



taze cay yapraklarindan kalite bilesenlerinin olusumunu da icine alan mevcut substratlarin, tirtinlere
kadar tamamen dontisiimleri icin enzimler gereklidir. PPO, daha sonra kalite bilesenlerine doéniisen o-
quinon’lara kadar katesinlerin oksidasyon baslangicinda rol oynayan epidermal hiicrelerdeki kloroplast
ile birilikte bulunur (Wickramasinge, Roberts & Perera,1967). Polifenoller ve katesinler ¢ogunlukla
yapraklarin palizat hiicreleri ve vakuollerinde yerlesiktir ler (Mahanta, 1988). Soldurma siiresince,
yapraklarin nem icerigi yaklasik %60’a kadar diiser. CTC ve oksidasyon siiresince cay yapraklarinin
bozulmamis hiicrelerinde yirtilma meydana gelir ve substratlar (polifenoller ve katesinler) mevcut enzim
ile temas kurar. Bu, siyah cayin kalite bilesenlerinin olusumuyla sonuclanir (Selvendran& King, 1976).
Siyah cay kalitesini biyokimyasal bilesenler etkilediginden dolayi, siyah c¢ay tlretiminden o6nce c¢ay
yapraklarinin biyobilesenlerini kullanarak tstiin kaliteli klonlar1 tanimlamak icin bu ¢alismay1 yaptik.
Enzim (PPO) / substrat (katesin) oraninin, kalite potansiyelini belirlemede zorunlu bir gorev
uistlendigini rapor ettik. Kalite potansiyellerine gore cay klonlarini kategorize etmek i¢in kullandigimi
bu yontemin yani sira, CR-6017 (listiin kaliteli) ve SA-6 (orta kaliteli) gibi iyi taninan se¢me standart
caylar1 da kargilastirma i¢in kullandik. Ustiin kalite karakterleri i¢in cok sayidaki fidan germplazminin hizli
ve surekli bir sekilde elenmesi/ayrilmasi icin ¢ay 1slah ¢alismalarim kisaltacak tekniginde gelistirilmis
oldugu kanisindayiz.

2. Materyal ve Metot
2.1 Materyal

Biyokimyasal tespitler ve enzim analizi i¢in iki yaprak ve bir tomurcuk kullanilmistir. Ornekler, genis bir
genetik arka plana sahip olan MSL yukarisinda 1050 m’de yerlesik UPASI TRF deneme ciftliginden bu
arastirma i¢in toplandu.

2.2 Biyokimyasal tespitler

Taze cay yapragi icerisindeki toplam polifenol ve katesin belirlenmistir. Toplam polifenol ve katesinlerin
belirlenmesi icin cay siirglinlerinin etanol ekstraktlar: kullanilmistir. Toplam polifenol, sodyum karbonat
iceren Folin penol ciocalteu ayrici kullanilarak belirlen mistir. Mavi renk gelisim absorbans1 700 nm’de
Olcimlenmistir (Dev Chouldhury & Goswami,1985). Toplam katesin, 500 nm’de ki absorbans
olciimlenerek asitlendirilmis vanilin ayraci kullanilarak belirlenmistir. Standart olarak, (+)katesin
kullanilmistir (Swan & Hillis,1959). Toplam polifenol ve katesinler, kuru madde esasi lizerinden % olarak
ifade edilmistir. Taze c¢ay yapraklarindaki katesin fraksiyonlari, ters faz HPLC sistemi yoluyla analiz
edilmistir. Analizler i¢cin Luna 5uM Phenyl Hexyl kolon kullanilmistir. Referans standartlar olarakta, Sigma-
Aldrich, USA’dan temin edilen 6zgiin ve sertifikal flavanoller kullanilmistir.

2.3 Polifenol oksidaz’'in dl¢iimlenmesi

PPO, Clark tip bir oksijen elektrotu (Model 290A;ORION Inc.,USA) kullanilarak, pyrocatechol'un
oksidasyonuna karsi cekilen oksijenin dlciimlenmesine dayali olarak tespit edilmistir. Farkl bir yontem
belirtilmedik¢e Molla (1992)'nin metodu modifiye edilerek 10 mL’lik bir son hacim icerisinde elektrot
odasy; pH 6.8’lik 4.5 mL 100 mM sodyum stlfat tamponu ve 5 mL 100 mM pyrocatechol igerir. Sistem
dengeye getirildikten sonra kapakl kap igerisine kii¢lik bir delikten gecirilmek suretiyle 500 pL aliquat
enjekte edilir.

2.4 Siyah cayin iiretimi

Cay stirgiinleri (iki yaprak ve bir tomurcuk) hasat edilir edilmez UPASI TRF’'de ki minyatiir ¢cay fabrikasina
getirilmis, ag tepsiler lizerine yayilmis ve taze agirliklarinda %25-30’luk bir azalma meydana gelene kadar
16 saat siireyle ortam havasi gecirilerek soldurulmus tur. Soldurulan siirgiinler, 4 kez bir CTC
makinesinden gecirilmistir. Parcalanan yapraklar, tepsiler icerisine serilip 20 °C’de optimum oksidasyon
stiresi kadar ortam sicakligindaki bir kabin icerisine yerlestirilmistir. Okside olmus dhool, 20 dakika
stureyle 107 °C’de ki akiskan yatakl bir mini kurutucuda kurutulup, analiz zamanina kadar polythene
paketler icinde ambalajlanarak depolanmistir.



2.5 Yiiksek performansh likit kromatografi analizleri

Katesin fraksiyonlar igin, kurutulan 2 gr taze ¢ay yapragi 10 dakika stireyle 70 °C’'de %70’lik 10 mL
metanol ile ekstrakte edildi. Ekstrakt 10 dakika stireyle 6000 rpm’de santrifiijlendi ve %70’lik 10 mL
metanol’iin tizerinde olusan siipernatant (diisiik yogunluklu sivi tabaka) kaldirildiktan sonra ekstrakt, 0.2
n gozenekli bir filtreden gecirilerek filtre dildikten sonra HPLC'ye (HP 1100 serisi) enjekte edildi.
Kromatografik kosullar asagidaki gibidir (ISO/CD, 14052 - 2):

Enjeksiyon hacmi: 10 pL
Kolon : Phenomenex LUNA 5 p Phenyl-Hexyl 250x4.60 mm
Kolon sicakligr : 35 oC

Mobil fazlar: Solvent A: Asetonitril / Asetik asit / Deiyonize su (18:4:178, v:v)
Solvent B: Asetonitril / Deiyonize su (160:40, v:v)

Akis hiz1 : 1 mL/dakika

Theaflavin fraksiyonlari icinde, 2 gr siyah ¢ay 15 dakika siireyle 100 mL deiyonize su ile ekstarkte edilmis,
ekstrakt 10 dakika siireyle 6000 rpm’de santrifiijlenmistir. Ekstrakt, 0.2 p membran filtreden gecirildikten
sonra HPLC’ye (HP 1100 serisi) enjekte edilmistir. Kromatografik kosullar asagidaki gibidir (Bailey, Mc
Dawell & Nursten,1990):

Enjeksiyon hacmi : 20 pL
Kolon : HP Hypersil ODS 5pm 2.1x200 mm
Kolon sicakligr : Oda sicakhigi

Mobil fazlar: Solvent A: %100 Asetonitril
Solvent B: Asetonitril / Asetik asit (196:4, v:v)

Akis hizi : 1,2 mL/dakika
3. Sonuclar ve Tartisma
3.1 Klon biyobilesenlerinde ki farkliliklar

Taze cay yapraklar, baslica katesinlerle polifenolleri yiiksek diizeyde icerirler. Onceden yapilmis bazi
calismalarda katesin diizeyinin siyah cay kalitesi ile iligkili oldugu goériilmiistir. Bununla birlikte, bireysel
katesin miktarlarini 6l¢iimlemek de gereklidir ki onlar olusan theaflavin miktari ile iliskilidir. Taze yaprak
toplama standardi (2/3 yaprak ve bir tomurcuk) ve toplama aralig iiretilen ¢ayin biyokimyasal
bilesimini etkileyen bir diger 6lciittiir. Onde gelen cay klonlarindaki substrat (polifenoller ve
katesinler) ve enzim diizey lerinde ki farkliliklar Tablo 1’de listelenmistir. Klonlarin ¢ogunda substrat
diizeyleri hemen hemen benzerdir. UPASI-12 en yliksek polifenol icerigine sahipken (%30.31) , UPASI-20
en disiik olanidir (%25.54). Diger taraftan, katesin icerigi UPASI-10’da en yliksekken (%21.35), UPASI-
5’de en diustikti (%17.31). Katesinler ve fraksiyonlart1 PPO’nun mevcudiyetinde oksidasyon siiresince
enzimatik oksidasyona katilirlar ve boylece theaflavinler gibi siyah ¢ayin kalite bilesenlerinin iiretilmesine
neden olurlar. En yiiksek ECGC miktar1 (242.36 ppm) UPASI-17'de kayit edilmistir ki bu, TF'ye katki
saglayan en 6nemli fraksiyondur.



Tablo 1: Klonlarin enzim ve substrat diizeyleri

Clone Polyphenol (%)  Catechin (%) PPO
activity®

UPASI released clones

UPASI-1 28.97 19.97 14.07
UPASI-2 27.81 18.94 14.37
UPASI-3 30.13 21.02 20.56
UPASI-4 26.65 20.65 17.13
UPASI-5 29.01 17.31 13.01
UPASI-6 28.09 20.29 13.93
UPASI-7 28.53 1R.05 15.43
UPASI-8 25.84 18.13 14.22
UPASI-9 30.21 20.40 19.25
UPASI-10 27.23 21.35 18.62
UPASI-11 27.27 20.46 16.05
UPASI-12 30.31 19.20 17.95
UPASI-13 25.72 18.16 13.90
UPASI-14 20.04 19.68 17.92
UPASI-15 29.37 20.35 19.07
UPASI-16 25.83 18.38 14.74
UPASI-17 20.01 19.88 18.97
UPASI-18 26.73 20.73 13.81
UPASI-19 26.96 17.39 13.42
UPASI-20 25.54 19.83 17.12
UPASI-21 26.91 18.97 13.36
UPASI-22 29.59 20.79 20.25
UPASI-24 26.08 21.18 14.91
UPASI-25 26.41 19.77 14.79
UPASI-26 27.15 20.34 15.39
UPASI-27 28.65 19.16 14.82
Estate selections

CR 6017 28.24 20.48 19.29
SA-6 26.97 19.81 10.13
SE 1.18 0.46 1.36
C.D. at P=0.05: 3.28 1.28 3.78

3: pmol oksijen/dakika/taze agirhk gr

ECG, UPASI-14’de yliksekken, EGC ise UPASI-7’de daha yiiksekti (Tablo 2). Belirli klimatik faktorlerin cay
stirgiinlerindeki katesinlerin biyosentezini etkiledigi ayrica tespit edilmistir. Siirglin bilesenleri arasindaki
farkliliklar1 inceleyen Thanaraj ve Seshadri (1990), normal yapraklarin kaba yapraklar ve
internot’lardan daha yiiksek substrat icerdigini ve en yiiksek polifenol ve katesin iceriginin
tomurcukta oldugunu rapor etmistir. Theaflavinlerin her olusumunda, EGC'den EC, ECG ve EGCG’e
kadar baslica katesin fraksiyonlarinin kombinas yonlari sorumludur.



Tablo 2: Farkh cay varyetelerindeki katesin fraksiyonlar:

Clone S. Cat.® Catechin fractions®

EGCP ECP EGCGP ECGP
UPASI-1 45.78 33.23 1354 204.15 21.36
UPASI-2 35.49 95.28 99.10 201.69 21.94
UPASI-3 26.04 88.18 71.95 212.99 14.76
UPASI4 31.25 75.62 59.02 156.37 14.65
UPASI-5 114.35 49.35 49.37 146.82 18.16
UPASI-6 78.03 97.02 80.33 152.01 14.94
UPASI-7 204 148.56 100.97 211.36 22.06
UPASI-8 27.32 76.82 74.74 157.12 14.87
UPASI-9 77.7 121.69 32.03 100.17 11.00
UPASI-10 145.29 84.67 40.98 189.33 14.25
UPASI-11 64.37 110.36 38.21 114.39 21.39
UPASI-12 161.27 85.05 60.53 111.06 13.89
UPASI-13 38.9 86.35 56.21 128.73 15.99
UPASI-14 207.72 123.6 73.57 181.58 24 .49
UPASI-15 230.59 9.8 65.10 197.46 13.37
UPASI-16 61.35 76.19 72.32 122.8 23.64
UPASI-17 194.18 114.84 70.80 242.36 17.49
UPASI-18 112.05 120.88 42.39 128.31 21.36
UPASI-19 49.58 86.22 66.74 138.58 17.58
UPASI-20 83.26 68.46 73.64 145.69 16.34
UPASI-21 128.49 59.07 58.9 173.67 21.06
UPASI-22 198.26 116.35 86.64 205.64 19.46
UPASI-24 32.99 59.87 73.69 109.57 13.59
UPASI-25 86.24 76.21 49.28 113.67 17.85
UPASI-26 97.83 46.29 47.61 154.39 20.85
UPASI-27 135.08 94.51 56.38 156.27 15.28
CR 6017 215.35 80.68 94.36 225.64 16.14
SA-6 52.89 97.43 77.23 126.35 13.27

EGC, epigallo catechin; EC, epicatechin; EGCG, epigallo catechin gallate.
* S. Cat., simple catechin; ECG, epicatechin gallate.
b Unit: ppm.

3.2 Oksidasyon siiresince yesil cay yapraklarinin polifenol oksidaz aktivitesi

PPO, cay oksidasyonunda islevsel en 6nemli enzimdir, ¢ay oksidasyonu siiresince ilk kritik reaksiyonu
katalizler. Orthodifenol’ler, quinone formuna kadar okside olur ve ardindan kendiliginden daha kompleks
oksidasyon triinlerine doénitisiirler. En yliksek PPO aktivitesi UPASI-3’'de tespit edilmisken (20.6 pmol
oksijen tiiketimi/dakika/taze agirlik gr), en diisiik aktivitede UPASI-5’de kayit dilmistir (13.0 pmol oksijen
tiiketimi/dakika/taze agirlik gr) (Tablo 1). PPO, iiriin siirgiinlerinde ters bir egilim gosterir;
yapraklarla karsilastirilldiginda internot’lar daha yiiksek PPO aktivitesi goésterir. Soldurma
suresince PPO aktivitesinde gozlemlenen degisimler genelde sicaklik ve zaman silirecine baghdir
(Sanders,1972).

3.3 Cay isleme siiresince substrat diizeyindeki degisim

Oksidasyon siiresince katesin ve polifenol igeriginde tedricen bir azalma gézlemlen mistir (Sekil 1). Cay
oksidasyonu siiresince, tiireyen trtnlerin (theaflavin) gelisimi icin tiiketilen oksijen miktar1 ayrica kritik
bir rol oynar. Siyah ¢ayda ki theaflavin ve fraksiyonlar (Tablo 3’de); tat, sertlik, canlilik, burukluk ve renk
gibi dem karakteristiklerinden sorumlu olan temel kalite bilesenleridir (Wickramasinge et al.,1967).
Burada ayrica, TF fraksiyonlar1 nin siyah ¢aya etkilerinden tiretilmis (DGETF) theaflavin esdegeri
digallat'lar da rapor edilmistir (Sarma,1999).



Tablo:3 Farkl cay klonlarindaki TF fraksiyonlarinin oransal dagilim

Clone STF TF 3 gallate TF3' gallate TF3-3" gallate DGETF*
UPASI-1 3.26 56.38 297 37.39 0.47
UPASI-2 2.61 54.97 3.52 38.90 0.58
UPASI-3 3.01 52.96 2.75 41.28 0.87
UPASI-4 2.86 59.34 3.64 34.16 0.64
UPASI-5 2.68 53.69 342 40.21 0.48
UPASI-6 3.05 62.14 3.56 31.25 0.68
UPASI-7 3.12 53.14 2.89 40.85 0.59
UPASI-8 3.28 51.97 3.65 41.10 0.58
UPASI-9 2.68 59.54 248 35.30 0.75
UPASI-10 3.56 61.58 3.64 31.22 0.71
UPASI-11 2.58 55.87 2.78 38.77 0.64
UPASI-12 3.64 58.64 3.91 33.81 0.74
UPASI-13 2.08 52.97 2.58 42.37 0.55
UPASI-14 2.15 60.58 2.46 34.81 0.69
UPASI-15 3.64 54.69 2.57 39.10 0.79
UPASI-16 2.05 56.31 3.26 38.38 0.59
UPASI-17 2.64 61.99 348 31.89 0.82
UPASI-18 347 52.36 2.58 41.59 0.70
UPASI-19 3.64 55.97 3.97 36.42 0.64
UPASI-20 3.29 5178 2.64 42.29 0.59
UPASI-21 2.56 53.67 3.85 39.92 0.54
UPASI-22 3.24 5168 2.49 42.59 0.80
UPASI-24 2.69 59.41 247 3543 0.57
UPASI-25 3.57 61.64 3.62 31.17 0.67
UPASI-26 2.75 49.76 3.19 443 0.49
UPASI-27 3.19 52.38 3.28 41.15 0.53
CR 6017 291 51.62 2.86 42.61 0.76
SA-6 3.52 61.24 2.74 32.5 0.41

* DGETF, digallate equivalent of theaflavin.

3.4 Cay imalati siiresince theaflavinlerin olusumu

Veriler oksidasyonun baslangi¢c asamasi siiresince, oksidasyon reaksiyonunun en hizli oldugunu ortaya
koymustur. Katesinlerin enzimatik oksidasyonuna bagh olarak kiyilmis (CTC islemi goéren) cay
yapraklarinda hizli bir oksijen cekisi gozlenir (Rzepecki & Waite, 1989). Maksimum oksijen ¢ekiminin
gerceklestigi zaman, dhool pargalarinin optimum oksidasyona ugradiklari zamandir.

Uzun siiren oksidasyon siyah cayin kalite Sekil 1

kaybiyla sonu¢ lanmis olup optimum 3y isleme suresince substart dizeyi ve enzim aktivitesi
oksidasyon zamaninda TF ve o- o 99 30
quinon’larin gozlemlenmis ve olusan < 23
dhool’e asir1 oksidasyon veya yetersiz % 25 o =
oksidasyon uygulanmissa Kkalitede bir 2 2 il
azalma goriilmiis tir (Mahanta & % s L ;
Hazarika,1985). PPO aktivitesi en iyi, 2 0 | [FPotsphenols 10 5’
oksidasyon siiresince olusan TF ile g | [ Catechins "
anlasilir. PPO aktivite etkinligine bagh = 7 [[=PPO activity

olarak internotlar da ki TFnin W o & & ok & e a a ae
yapraklardan daha yiiksek oldugu da S MO &0 L 0 %
tespit edilmistir (Thanaraj & L il i

Seshadri,1990). * pmol oksijen/dakika/taze adgirlik gr



Mamul ¢aydaki TF icerigini arttirmak icin maksimum TF olusum periyodunu tespit etmek amaciyla
oksidasyonu optimize edecek siyah cay iliretim denemeleri yapmak gereklidir (Cloughley,1980). TF
fraksiyonlarinin orani ve miktari, oksidasyon zamanina bagli olarak degisen oranlardir.

Her bir TF fraksiyonu, farkli oksidasyon Sekil 2
zamanlarinda maksimuma ulasir. Uzun siiren Cay isleme siresince TF olusumu ve oksijen dizeyi
oksidasyon theaflavin monogallat (TFMG) ve 46
theaflavin digallat (TFDG)'in  olusumunu BOxygen level || 14
arttirirken kisa oksidasyon siiresi theaflavin 6 S Kbeallovis TN) 54

ve TFDG olusumunu tesvik eder. Okside olan

B 1 =
dhool'lerde ki PPO aktivitesi, substratlarin ; 68 e g
kullanilabilirligi, oksijenin miktar;, pH ve =2 <
sicaklik gibi faktorler tarafindan etkilenir 2 * 3
(Roberts,1962). PPO aktivitesinin  * % =
Olclimlenmesiyle c¢ay imalatinin farkh 02
asamalarin da enzim aktivitesinde tedrici bir 65 — — - B

azalma gorilmistir (Sekil 1). Theaflavin ! . :" * 4" o

olusumu, siyah c¢ay {retimi siiresince
maksimum oksijen tiikketimi ile
ortismektedir (Sekil 2).

Fermenting thme

3.5 Enzim substrat orani kullanilarak iistiin kaliteli klonlarin se¢cimi

Biiylik miktarlardaki ¢cay germplazmindan tstiin kaliteli klonlarin ayiklanmasi zaman alic1 ve usandirici
bir istir. Her bir toplama periyodu buyunca her bir ocaktan alinacak sadece 100-200 gr taze yaprakla tek
tek ocaklardan siyah cay tiretmek oldukga gii¢ bir siyah cay tretimi demektir. Veriler, yesil yapraklarin
biyokimyasal bilesenlerinin siyah ¢ayin kalitesini belirledigini ortaya koydugundan dolay1 bu giicliiklerin
ustesinden gelmek amaciyla ocaklarin kalite potansiyelini tespit etmek i¢in giivenilir parametreler olarak
yesil yapraklardaki biyokimyasal bilesenlerin kullanimi gelistirilmistir.

Kalite bilesenlerinin olusumuna 6nemli katki saglayan faktérlerden olan katesin PPO arasindaki oran,
klonlar arasinda karsilastirildiginda; UPASI-3, UPASI-9 , UPASI-12 , UPASI-15 ve UPASI-22’'de en yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Tablo 4). Magoma, Wachira, Obanda,Lmbuga ve Agong (2000), cay bitkilerindeki
katesin iceriginin kaliteli klonlar1 tanimlamak i¢in giivenilir bir parametre olarak kullanilabilecegini rapor
etmistir. Siyah ¢ayin kalitesi, cay siirglinlerindeki; toplam polifenol icerigi, katesinler ve enzim aktivitesine
baghdir (Roberts & Woo0d,1950 ; Moyar & Harel,1991; Biswas, Biswas & Sarkar, 1971).

Tablo 4: Enzim substrat oranina gore klonlarin siniflandirilmasi

High quality EIS ratio® Moderate quality  E/S ratio® Average quality EIS ratio®
UPASI-3 0.978 UPASI-7 0.855 UPASI-26 0.757
UPASI-22 0.974 UPASI-4 0.830 UPASI-5 0.752
UPASI-17 0.954 UPASI-16 0.802 UPASI-25 0.748
UPASI-9 0.944 UPASI-8 0.784 UPASI-1 0.705
UPASI-15 0.937 UPASI-11 0.784 UPASI-21 0.704
UPASI-12 0.935 UPASI-27 0.773 UPASI-24 0.704
UPASI-14 0911 UPASI-19 0.772 UPASI-6 0.687
UPASI-10 0.872 UPASI-13 0.765 UPASI-18 0.666
UPASI-20 0.863 UPASI-2 0.759

3 :enzim / substrat orani (PPO/katesinler)

Yiksek ve diistiik kaliteli klonlarin dikkate alindig1 bu calismadan elde edilen sonuglar, Thanaraj ve
Seshadri (1990)'nin 6nceki bulgulari ile uyum icerisindedir.



PPO ve Kkatesin arasindaki orani
gosterdiginden dolay1 farkli cay klonlarinin
theaflavin (katesinlerden tiireyen ve dem
karakteristiklerini belirleyen) icerigi 6nemli
bir kriterdir (Tablo 5) ki o, Ramakrishnan,
Rajkumar, Marumithu ve Joseph Lopez
(2002) tarafindan daha 6nce rapor edildigi
lizere polifenoller ve katesinler arasindaki
orandan daha fazla ¢ay kalitesini belirler.

Klonlar1 goz tiniine seren, siyah cayin kalite
analizlerinde en yiiksek TF diizeyini
gosterenlerde enzim substrat orani en
yiksek olarak kayit edilmistir (ki bundan
sonra hibrizasyon metotlar1 denenmistir).
Sonuglar siyah ¢ay kalitesi ile enzim substrat
oraninin direk bir iliski icerisinde oldugunu
gostermesi acisindan yiiksek kaliteli (CR-
6017) ve orta kaliteli (SA-6) standart
klonlar1 ile  karsilastirilmistir.  Tim
klonlarda, TF icerigindeki artis ile enzim
substrat oranindaki artis arasinda gozlenen
bu giicli iliski ;

%71’lik istatistiksel olasilikta, katsay1 degeri
(r: 0.95) onemli derecede yiliksek bulun
mustur (Sekil 3). UPASI ¢ay klonlar1 enzim
subsatrat oranlari esas alinarak yiiksek orta
ve kalite ortalamasina gore Kkategorize
edilmis ve aynmi prosediir, kalite derecesi
onceden tahmin edilemeyen tanimlanmamis
cay  germplazmlarinin (hibridizasyon
sonrasi) buyiik miktarlar daki déllerini ayirt
etmek icin glivenilir bir parametre olarak
kullanilabilir.

sekil 3

Tablo 5

Cay klonlarinin theaflavin iceriklerinin analiz edilmis
ve dnceden tahmin edilmis icerikleri

Clones TF% analysed TF% predicted
UPASI-I1 1.22 1.25
UPASI-2 1.36 1.36
UPASI-3 1.87 1.79
UPASI-4 1.43 1.50
UPASI-5 1.21 1.34
UPASI-6 1.25 1.22
UPASI-7 1.51 1.55
UPASI-8 1.44 1.41
UPASI-9 1.69 1.72
UPASI-10 1.55 1.58
UPASI-11 1.47 1.41
UPASI-12 1.65 1.70
UPASI-13 1.43 1.37
UPASI-14 1.59 1.65
UPASI-15 1.73 1.71
UPASI-16 1.49 1.44
UPASI-17 1.71 1.74
UPASI-18 1.26 1.18
UPASI-19 1.47 1.38
UPASI-20 1.52 1.56
UPASI-21 1.27 1.25
UPASI-22 1.67 1.78
UPASI-24 1.31 1.25
UPASI-25 1.29 1.34
UPASI-26 1.37 1.35
UPASI-27 1.44 1.39
CR 6017 1.69 1.72
SA 6 0.75 0.87

Enzim substrat orani ile analiz edilen ve tahmin edilmis TF icerigi arasindaki iligki

2

—TF % analysed
B TF % predicted

I'heaflavin %
n
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Enzyme substrate ratio

y=a+bx, a=-0.13, b=1.96. r=0.955

y: theaflavin igeridi

x: enzim substrat orani

regresyon sabitler : a (-0.13) ve b (1.96) olmak uzere,
y = a + bx regresyon denklemine uygundur.



TesekKkiir: Arastirmacilar ilk olarak bu ¢alismaya sunduklari istikrarli destekleriicin UPASI Cay Arastirma
Kurumu Yoneticisine tesekkir ederler. Ayni sekilde, IX. 5 yillik proje programi kapsaminda saglanan
finansal destek icinde Hindistan Hiikiimeti Cay Kuruluna tesekkiir ederiz.

Kaynak: S. Joseph Lopez , Jibu Thomas, P.K. Pius, R. Raj Kumar, N. Muraleedharan. 2005. A reliable
technique to identify superior quality clones from tea germplasm. Food Chemistry 91 (2005) 771-
778UPASI Tea Research Foundation, Tea Research Institute, Nirar Dam B.P.O., Valparai 642 127,
Coimbatore District, TN, India.
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