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Ozet

Cay kalitesinden sorumlu , theaflavin (TF) ve thearubigin (TR) gibi bilesik lerin fermantasyon zamina
bagl olarak arttigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, TF bir maksimuma ulasmasinin ardindan
azalmistir. Kafein konsantrasyonu degisme den kalmistir. Optimum fermantasyon zamanin en ist
noktasindaki renk indeksi ve canlilik indeksi theaflavin’lerin digallat’lariyla esdeger oldugu tespit
edilmistir. Polifenoller siirekli bir azalma egilimi izlemis, baslangi¢c asamasi siiresince daha hizl
azalmiglardir. Fermantasyon zamani gallik asidin konsantrasyonu tlzerine onemsiz etkiye sahip
olmustur. Katesinler arasinda en hizli oksitlenen epigallokatesin’in ardindan epigallokatesingallat ve

epikatesingallat gelmekteydi.

1. Takdim

Siyah c¢ay, essiz tadi, canliligi ve
aromasindan dolay1 diinya genelinde
tiketilmektedir.

Suyun yani sira ucuz alkolsiiz igcecekler
ve cay tiikketimi ¢ok yaygindir. Siyah cay,
Camellia sinensis (L) 0.Kuntze ‘nin korpe
yapraklarindan imal edilmektedir.

Katesinler cay yapraklarinda bulunan
(kuru agirlik esasi lizerinden %20 ye
esdeger) en oOnemli biyokimyasal
bilesenlerdir ve fermantasyon siiresince
theafilavin (TF) ve thearubigin (TR)
formlarina kadar okside olurlar (1).

Katesinler ve onlarin oksidasyon
trlnleri ¢ogunlukla siyah ¢ayin tat ve
burukluk karakterlerinden sorumludur.
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3. (-)-Epigallocatechin (EGC)
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4. (-)-Epigallocatechin gallate (EGCG)
R1 = Galloyl
R2=0H

Sekil 1: Gay yapraklarinda bulunan katesinlerin yapilar

Kalite karakterlerinin yani sira katesinlerin ayrica insan sagligina yararh 6zelliklere sahip oldugu tespit

edilmistir (2).

Cay yapraklarinda bulunan 6nemli katesinler; katesin (C), epikatesin (EC), epikatesin gallat (ECG)
epigallokatesin (EGC) ve epigallokatesin galattir (EGCG). Yapilar: sekil 1. de verilmistir.

Siyah cay imalatinin 6nemli islemlerinden biri fermantasyondur.



Fermantasyon siiresince basit substratlar o6rnegin Kkatesinler,

oksidatif enzimler polifenolokidaz ve peroksidaz vasitasiyla oA

theaflavin ve thaerubigin formlarina kadar donitstirler (3). HOQ

Theaflavinler; basit theaflavinler (TF) theaflavin-3- gallate (TF-3- R R1

G), theaflavin-3’-gallate (TF-3’-G) ve theaflavin-3,3’-digallate (TF-  Ho Ok\ o
3,3’-DG) den olugsmustur ve sekil 2. de gosterilmistir. - | s
Fermantasyon siiresince; zaman, 1s1, pH, nispi rutubet ve O:2 \ @"'%“
kullanila bilirligi istenilen triinlerin yiiksek diizeyde olusmasindan  yg AN __{_OH
sorumlu kritik faktorlerdir (4). Bunlardan fermantasyon zamani R2 OH
onemlidir.

Fermantasyon zamaninin hem artmasi hem de azalmasi zayif cay L. Simple theaflavin (TF)
kalitesine yol acabilir. Cay kalitesi lizerinde fermantasyon Rl =OH

zamaninin etkilerini gostermek icin bazi denemeler yapilmis R2 =0OH

olmasina ragmen, fermantasyon siiresince Kkateginlerin 2. Theaflavin-3-gallate (TE-3-G)
oksidasyonu ve theaflavinlerin olusumu iizerine raporlar ¢ok RI = Galloyl

sinirhdir (5). Ayrica fermantasyon siiresince bireysel olarak R2 = OH

katesinlerin oksidasyon seyirleri iizerinde rapor olmadigida 3. Theaflavin-3-gallate (TE-3'-G)
gorulmistir. Bu nedenle, siyah ¢ay imal edilen klonlarin Rl =0H
fermantasyon islemi siiresince theaflavinlerin olusumu ve bireysel R2 = Galloyl

olarak katesinlerin oksidasyonu tlzerine fermantasyon zamanin 4 Theaflavin-3.3"-digallate (TF-33°-DG)
etkisini ¢alismak icin bir deneme yapilmistir. Rl =R2 = Galloyl

Sekil 2: Siyah cayin
theaflavin fraksivonlari

2. Materyal ve Metod

UPASI Cay Arastirma Kurulusu deneme ciftliginden hasat edilen UPASI - 3 klonunun biiyiiyen iki yaprak
ve bir tepe tomurcugundan olusan geng siirgiinleri ¢alisma i¢in kullanildi. Taze toplanmis ¢ay siirgiinleri
10 kg/m? oraninda soldurma teknesine yiiklendi. Yeterli fiziksel ve kimyasal soldurmay: ortaya
cikarmak icin 16 saat silireyle yapraklardan ortam havasi gecirildi. Solmus yapraklar, uygun kivirma
elde etmek icin 5 kez bir mini CTC (ezmek,yirtmak, biikmek) makinesinden gegcirildi. En sonuncu
kesmenin bitis zamani sifirinci (baslangi¢c) zaman olarak alindi. Fermente “dhool” dizenli zaman
araliklarinda 6rnegin 15. dakikadan 3 saate kadar (analizler i¢in) alinarak, Ullah (1977) tarafindan
onerilene gore toplam polifenol ve theaflavinler i¢in analiz edildi. 15 dakika araliklarla ¢ekilen dhool
ornekleri son rutubet icerigi %3 olana kadar bir mini akigkan yatakll kurutucuda kurutuldu. Bir
“Endecotts” sarsintili elekle pekoe fannings (1-1.5 milimetre boyutlarinda kiigiik yaprakl ¢ay sinifi)
sinifini analiz i¢in aldik ve siyah ¢ay 6rneklerini depoladik.

Siyah cay 6rnekleri, Thanaraj ve Seshadri (1990)'1n metodunda belirttigine gore ; theaflavinler (TF),
thearubiginler (TR), yiliksek derecede polimerize maddeler(HPS), toplam likér rengi (TLC),
theaflavinin digallata esdegeri (DGETF)

canlilik indeksi (BI) ve renk indeksi (CI) yani, kalite parametreleri icin analiz edildi. Cay 6rnekleri su
ekstraktlar1 (WE), kafein (6), theaflavin fraksiyonlari (7) ve katesin fraksiyonlar1 (IS0,1999) i¢in ayrica
analiz edildi. Deneme ti¢ tekrarlydi ve sonuglarin istatistiksel analizinde SPSS versiyon 7.5 kullanildi.

3. Sonuclar ve Tartisma

3.1 Fermantasyon siiresince polifenollerin oksidasyonu ve theaflavinlerin olusumu.

Sekil 3. de siyah c¢ayin fermantasyonu siiresince meydana gelen degisimler gosterilmistir.
Fermantasyon siiresince polifenoller polifenoloksidaz enzimi (PPO) yoluyla o-quinon‘lara kadar
(viiksek derecede karasiz form) okside olur ve TFs ve TR formuna kadar doniisiirler. Thearubiginler,
komleks formlu ytliksek polimerize maddelerin (HPS), proteinler ve TF ile reaksiyonlariyla olusur.
Theaflavinler, ¢ay likoriiniin parlaklig1 ve canlilig1 yoniinde katkida bulunurken, TR genellikle likoriin
dolgunluk ve renginden sorumludur.
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Sekil 3: Siyah cay imalatinin fermantasyon islemi siiresince polifenollerin
oksidasyonu ve theaflavinlerin olusumu

Yiiksek derecede polimerize maddeler demin rengini artirir. Toplam likor rengi (TLC) infiizyonun
parlakliginin 6lciistidiir. TFs'nin olusumu fermantasyonun erken asamalari siiresince zamanla artar.
Zaman ilerledikce TF maksimuma ulasir ve sonra yavasca azalir. Ozel klonlar icin TFs formunun
maksimum oldugu zaman, optimum fermantasyon zamani olarak kabul edildi.

Klon UPASI - 3 hizli fermente olan kalonlardan biridir ve optimum fermantasyon zamani 45 dakikadir.
Mevcut calismadaki gozlemler ilk bulgularla baglantiliydi. Fermantasyonu 45. dakikasinda bir
maksimuma ulasana dek TFs nin egrisinin olusumunda ki durmadan yiikselis sekil 3. de gosterilmistir.
Bununla birlikte 110. dakikadan sonra ferman tasyon siiresince TFs nin diizeyindeki degisim ¢ok azd.
Bu PPO’1n aktivitesinde ki degisime bagh olabilir.

Fermantasyon siiresince polifenollerin oksidasyonu farkli bir egilim izledi. Substrat
konsantrasyonunda baslangi¢ asamasi siiresince hizli, fermantasyon ilerledik¢e strekli bir azalma
tespit edildi. Fermantasyon zamanina bagl olarak PPO 1n aktivitesi de azaldi. Bu, enzimle okside olmus
polifenoller arasinda olusan komplekslerden dolayidir. Polifenollerin oksidasyonuna bagh olarak
coziinmeyen kompleksler artti. Enzim reaksiyon hiz1 maksimumdayken polifenol konsantras yonunun
yukselmesiyle enzim reaksiyon hizi azaldi (8). Bu fermantasyon zamanina bagh olarak, daha ¢ok
polimerik TR nin olusumunun sonucudur.

3.2 Fermantasyon siiresince siyah ¢ayin kalite parametreleri

Siyah cayda kalite parametreleri analiz edildi ve sonuclar Tablo 1. de gosterildi. Maksimum theaflavin
dizeyi, ¢ay imalatinda fermantasyonun 45. dakikasinda gerceklesti. TR in diizeyi fermantasyon
zamanina baglh olarak 90. dakikaya kadar artt1 ve sonra yavasca azalmaya yoneldi. HPS ve TLC daha ¢ok
TR ye benzer bir egilim izledi. Siyah cayda mevcut TSS (suda ¢6ziinebilir toplam katilar) de zamana
bagl olarak azalma tespit edildi.

Caylarda demin zayifligina neden olabildiginden, fermantasyon zamanin artisi anlasilabilir. Kafein
diizeyi fermantasyon zamanindan etkilenmemistir. Bu, purin metabolizmasinin sadece soldurma
islemiyle sinirlanmis olmasindan dolay1 olabilir.

Canlilik ve renk indeksleri, Ramaswamy tarafindan belirtildigine goére hesaplandi ve Tablo 1 de sunuldu.



Tablo 1: Siyah ¢ayin kalite parametreleri iizerine fermantasyon zamaninin etkisi

Time (min) TFs (%4) TR (%) HPS (%) TLC WE (%) Caffeine (%) DGETF (%) Bl 1
15 161 10.5 100 1.87 447 27 0.70 373 7.86
30 2329 12.5 12.7 279 416 2.93 1.10 439 908
45 259 12.7 14.0 313 41.2 2.90 1.31 471 9.9
ol 243 13.1 15.1 328 40.7 174 127 47.0 8.62
12 238 13.3 15.6 341 40.6 288 126 45.3 824
1] 239 142 17.2 3155 40,0 286 1.22 X 7.30

103 228 131 169 354 40.2 2.68 1.23 46.0 T.63

120 230 129 17.5 3.53 kLA 2.81 L.1% 41 T.24

135 203 132 18.0 360 396 2.86 1.12 41.7 .54

150 1.98 12.8 183 i6d 395 2.5 1.10 4472 .39

163 201 128 18.2 360 395 176 1.13 413 (.33

180 1.96 13.3 182 381 300 2.72 1.0 4113 623

CDat P=005 0.14 1.15 0.70 020 .71 0.33 007 333 .72

Bl briskness index = (TFs = 100)(TF + Caffeine). CI, colour index = (TFs = 1001/{ TR + HPS).

Daha iyi ¢ay icin likor canlilik ve renk dengesine sahip olmali ve renk indeksi 5 ile 11 arasinda olmalidir.
Renk indeksi 11 degerini gecerse o zaman ¢ay renksiz olur, 5’in altina diiserse likor diisiik canlilikta ve
mat renkli olacaktir. Calismada gorildi ki, tim ¢aylarin renk indeksi degerleri 6 ile 10 arasindaydi.
Canlilik indeksi degerinde en ¢ok canlilik, ¢ay imalatinin 45. dakikasinda gortl dii. Gliney Hindistan
caylar1 i¢in onerilen canlilik indeksinin normal oranm1 12.5 - 22.5 dur. Parlak likoérler 22.5 dan ytiksek
bir canlilik indeksine sahip olacaktir. Ancak 17.5 ‘un altina indigi zaman likdrler sert bir tada sahip olma
egiliminde olur ve o zaman canli likor elde etmek icin 17.5 asilmahdir (9)

Calismada mevcut ¢aylarin tiimiinde canllik indeksi 30’un tizerindeydi.

3.3 Fermantasyon siiresince theaflavin fraksiyonlari

Theaflavin ve galatlarinin antioksidan
aktivetelerinden baska (Lai Kwok
Leung et al, 2004 ) fermantasyon
zamanina bagh olarak siyah cay

Tablo 2: Siyah ¢ayin theaflavin fraksiyonlarn®
iizerine fermantasyon zamann etkisi

Time (min) TF TF-3-G TF-3'-G TF-33-DG DGETF (%)

.. . . - o 5 : 228 2 7.2 7
tirlerinde ki nispi dagihmlanyla " WA, & S Lia 079

. 30 306 274 19.8 22 1.10
burukluklar1 benzesmez. Theaflavin 45 17 291 18.5 247 131
digallat, basit theaflavinden 6,4 kat 60 249 296 18.7 26.8 1.27
ve theaflavin monogallattan 2,8 kat 75 244 291 19.0 275 1.26
daha buruktur (10). Bu nedenle, TF % 238 30.0 18.3 279 122
ivah Kalitesi icin tek b .o 105 28 300 19.2 28.1 123
Styall cayln xalltesl i¢in tex bagma 1yl ,,, 28 303 18.7 283 1.19
bir gosterge degildir. Thanaraj ve i35 22 303 17.1 30.5 112
Seshadri  (1990), siyah ¢aym 150 216 299 179 30.7 1.10
buruk]ugunu belirle mek 1(;1[1 165 21.1 28.9 19.1 309 1.12

: <o 20. 30.( 2 30, A

theaflavin esdegeri digallat (DGETF) ' D 2 i e
adindayenibir faktor olusturdu. Kenya  cpa o4 018 008 032 007
caylariicin tavsiye edilen satis fiyati ile P=0.05

DGETF  degeri arasindaki iliski  a Tim theaflainlerin toplamlan yiizde olarak gosterilmistir

uygundu (11).
Imal edilen caylar icin farkli zaman araliklarinda ki DGETF degeri Tablo 1 ve 2 de sunuldu. En yiiksek
deger cay imalatinin 45. dakikasinda tespit edildi, 15. dakikadan 180. dakikaya kadar artan

fermantasyon zamaniyla basit theaflavinler azalirken TF-3-G ve TF-3,3'-DG 1n arttif1 gozlemlendi
(Tablo 2).

Bu, optimum fermantasyon zamaniyla kurutmanin, burukluk 6zellikleri iyi ve dolayisiyla iyi kaliteli bir
caya neden oldugunu gosterdi.



3.4 Fermantasyon siiresince katesinlerin oksidasyonu

Siyah cay imalatinda farkli zamanlarda ki katesin fraksiyonlar1 Tablo 3’de verilmistir. Katesinlerin
fermantasyon zamanina bagh olarak okside olugu tespit edilmis olmasina ragmen hem katesin
(C) hem de gallik asit hemen hemen etkilenmemistir. Bu, oksidatif digalltlar vasitasiyla EGCG,
ECG ve EGC gibi diger katesin fraksiyonlarindan, katesin ve serbest gallik asidin olusumu
nedeniyledir.

Tablo 3: Fermantasyon zamam tarafindan Serbest gallik asidin, serbest kalmasi
etkilenmelerine gore bireysel olarak Coggan, Moss, Graham ve Sanders
bireysel olarak kateginlerin oksidasyonu (1973) tarafindan ayrica gozlemlendi.
— —— — ———  Fernandez, Pablo, Martin ve Gon alez
Hime Gallc — EGC € EC  EGCG ECG - (9002) ile Xie, Von Bohlen, Klocken
| | acid (%) (o) (“¥o) ) o) o) )
Kamper, Jian ve Gunther (1998)

- 0087 O.776 0632 0310 £.13 "2 tarafinda da benzer sonuglar rapor
30 0.081 193 0.207 0923 4.11 0.377 alinde ¢ p
45 0.074 L71 0240 0914 323 o289  edilmisti.

60 0.069 1.50 0271 0.844 283 0.231 .

75 0.060 1.34 0250 0.787 177 0165 Fermantasyon siresince EGCG, ECG ve
90 0.067 102 0321 0417 203 0144 EGC buyik miktarlarda theaflavin ve
105 0.057 0.849 0304 0750 1.21 0098  digallat formuna kadar okside olur.
120 [V 0,630 (.295 614 1.46 {H:IM Oks]dasyon Oranlarl EGC > EGCG > ECG
135 0.062 0.623 0341 0870 1.63 0.084 . .
150 0.048 0.365 0249 0.636 1.42 o0ss Swrasum izler. Oband.o et al, 2001 in
163 0.052 0.448 0252 0434 113 0.054 sonu(,jlarly'la celiskisi, ) sadec:e
180 0.051 0.351  0.237  0.867 1.25 0052 katesinlerin (C) tamamen tiikenmis

oldugunun tespitiydi.
CD at P=0.05 0012 0.180  0.133 0219 0.164 0022

Fermantasyonun 3. saatinden sonra dahi siyah c¢aylarda ki tiim katesinler belirlenebildi ki bu okside
olmus falvanollerle aralarinda olusturduklar1 kopleksler nedeniyle PPO’1n inaktive olmasina baghdir.
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