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OZET

FARKLI EKSTRAKSIYON SURE VE SICAKLIKLARININ
CAYDAN DEME GECEN FENOLIK VE ALKALOID
MADDE MiKTARI UZERINE ETKIiSi

Nihan HANAY
Yiiksek Lisans Tezi, Gidda Miihendislig¢i Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Feramuz OZDEMIR
Subat 2011, 117 sayfa

Bu ¢aligmada 2010 y1l1 Mayis ay1 liretimine ait Caykur’dan temin edilen farkli sinif
caylarla (2, 5, 7) ticari olarak piyasadan temin edilen bir yesil ¢ay 6rneginin sicaklik ve
siireye bagli olarak deme gecen etkin madde miktarlar1 belirlenmistir. Bu amacla ¢ay
ornekleri iki farkli sicaklik (90, 100°C) ve bes farkl siirede (3, 8, 15, 20. ve 30 dak.)
ekstrakte edilerek oOrneklerin, toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlar: ile bu
maddelerin bilesenleri belirlenmistir. Ayrica ¢ay drneklerinin kuru madde ve ekstrakt

verimi ile antioksidan aktivitesi de arastirilmistir.

Elde edilen sonuglar yesil cay 6rneklerindeki fenolik ve flavonoid madde igeriginin
siyah ¢ay orneklerindekine kiyasla daha yiiksek oldugunu ve yesil ¢ayin fenolik ve
flavonoid bilesenleri bakimindan da 6nemli farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur.
Ayrica farkli sinif siyah caylarda en yiiksek fenolik ve flavonoid madde igerigi 2. sinif
cayda belirlenirken bunu sirasiyla 5. simf ve 7. sinif gaylar izlemistir. Istatistiki olarak
yapilan degerlendirme sonucunda en yiiksek antioksidan aktivite yesil cayda tespit
edilmistir. Siyah cay 6rneklerin de ise en diislik antioksidan aktivite 5. siif ¢ay olarak

belirlenmistir.

Arastirmada analiz edilen ¢ay orneklerinin toplam fenolik ve flavonoid madde
icerigi, ekstrakt verimi ve antioksidan aktivite iizerinde sicakligin, ¢ay sinifinin ve

stirenin etkisini dnemli oldugu belirlenmistir.



Siyah cay orneklerinde gallik asit (GA), (-)-gallokatesin (GC), (+)-katesin (C),
(-)epigallokatesin (EGC), (-)-epigallokatesin gallat (EGCG), (-)-epikatesin (EC), (-)-
epikatesin gallat (ECG), (-)-katesin gallat (CG), theaflavin (TF-f), theaflavin-3-
3’digallat (TF-3,3’-DQ), yesil ¢ayda ise gallik asit (GA), (-)-gallokatesin (GC), (+)-
katesin (C), (-)epigallokatesin (EGC), (-)-epigallokatesin gallat (EGCG), (-)-epikatesin
(EC), (-)-gallokatesin gallat (GCG), (-)epigallokatesin ECG, (-)-katesin gallat (CG)
baslica fenolik madde bilesenleri olarak belirlenmistir. Siyah ve yesil ¢ay orneklerinde
fenolik bilesiklerin miktarlar1 sicakliga, cay smifina ve siireye bagli olarak Onemli
Olclide degismistir. Ayrica tim Orneklerde, kafein ve teobromin gibi alkaloidler de
belirlenmis, bunlarin da degerleri sicaklik, cay sinifi ve siire faktorlerine bagl olarak

degisim gdstermistir.

Ayrica yesil ve siyah ¢ay 6rneklerinde antioksidan aktivide ve ekstrakt verimi de
siireye ve sicakliga bagl olarak 6nemli 6lgiide degismistir. Fenolik maddeler, ekstrakt
verimi, antioksidan aktivite, en yliksek 100°C de 30 dak. ekstraksiyon edilen ¢ay

orneklerinde belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Yesil cay, siyah cay, fenolik kompozisyonu, antioksidan

aktivite
JURI: Prof. Dr. Feramuz OZDEMIR (Danisman)

Dog. Dr. M. Soner BALCIOGLU
Dog. Dr. Ayhan TOPUZ
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ABSTRACT

EFFECTS OF DIFFERENT EXTRACTION TIME AND TEMPERATURE ON
INFUSION AMOUNTH OF PHENOLICS AND ALCALOIDS

Nihan HANAY
M.Sc. Thesis in Food Engineering
Adviser: Prof. Dr. Feramuz OZDEMIR
February 2011, 117 Pages

In this study the effect of different extraction time and temperature on phenolic
and flavonoid compounds of tea was investigated. For this purpose, different classes of
black tea (2, 5, and 7) obtained from Caykur were harvested in 2010 May. On the other
hand, samples were purchased from the market. All tea samples were extracted five
different times (3, 8, 15, 20 and 30 minutes) at two different temperatures (90, 100°C).
For the amount of total phenolics, flavonoids and their composition were determined.
Furthermore, moisture, extraction yield and antioxidant activity of the samples were

evaluated.

Results showed that total phenolics and flavonoid contents of the green tea
samples were higher than that of the black tea samples. Significant differences were
found on the phebolic and flavonoid compounds of the green tea samples. In addition,
the 2nd class of the black tea samples had the highest phenolic and flavonoid
concentration which was followed by 5th and 7th classes, respectively. Moreover, the
effects of tea classes extraction time and temperature were found to be significant on the

phenolic and flavonoid contents of the tea samples.

The main phenolic compounds of the black tea samples were identifid as gallic
acid (GA), (-)-gallocatechin (GC), (+)-catechin (C), (-)epigallocatechin (EGC), (-)-
epigallocatechin gallate (EGCQ), (-)-epicatechin (EC), (-)-epicatechin gallate (ECG), (-
)-catechin gallate (CG), theaflavin (TF-f) and theaflavin-3-3’digallat (TF-3,3’-DGQG).
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While the phenolic compounds of the green tea were identifid as gallic acid (GA), (-)-
gallocatechin (GC), (+)-catechin (C), (-)epigallocatechin (EGC), (-)-epigallocatechin
gallate (EGCQG), (-)-epicatechin (EC), (-)-epicatechin gallate (ECG), (-)-catechin gallate
(CG). In addition, alkaloids such as caffeine and theobromine of the samples were

significantly changed by the classes of the tea and extraction conditions.

In conclusion, the highest extraction yield, phenolic content and antioxidant

activity of the samples were determined for 30 min extraction at 100°C.

KEY WORDS: Green tea, black tea, phenolic compounds, antioxidant activity,
COMMITTEE: Prof. Dr. Feramuz OZDEMIR (Adviser)

Assoc. Prof. Dr M. Soner BALCIOGLU
Assoc. Prof. Dr Ayhan TOPUZ
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ONSOZ

Insanlik tarihinde yaklasik bes bin yil gecmisi olan cay Tiirkiye’de 400 yildir
taninmakta, 70 yildir da iiretilmektedir. Ozellikle son 50 yilda ¢ay, toplumun her
kesiminde ilk ikram edilen i¢ecek haline gelmistir. is gdriismelerinin, toplantilarin, dost
sohbetlerinin ayrilmaz bir parcast haline gelen ¢ay, sabah kahvaltidan yatincaya kadar
kirsal kesimde ve kentlerde her yastan insan tarafindan igilir hale gelirken, tilkemize

0zgi de bir kiiltiir olusmustur.

Son yillarda yapilan ¢calismalarda ¢ayin saglik iizerine yararh etkileri oldugu, bu
etkinin de c¢aymm yapisinda bulunan polifenolik maddelerden kaynaklandigi
bilinmektedir. Bu c¢alisma farkli sinif caylarin iki farkli sicaklik ve bes farkli siirede
ekstraksiyonu sonucu caydan deme gecen fenolik ve alkaloid madde miktarini

belirlemek amaciyla yapilmistir.

Bana bu konuda c¢alisma firsati veren, tez konusunun secimi, c¢aligsmanin
planlanmasi ve yiiriitiilmesi sirasinda ilgi ve alakasini esirgemeyen, danigman hocam
Sayin Dog. Prof. Dr. Feramuz OZDEMIR’a tezimin hazirlanma asamasinda bana her
tiirlii yardim ve destegi saglayan Dog. Dr. Ayhan Topuz’a, Yrd. Dog. Dr. Hilal Sahin’e,
ve Aras. Gor. Ciineyt DINCER e sonsuz saygi ve siikranlarimi sunarmm. Bu yogun
calisma donemini varligi ve destegiyle kolaylastiran Gida Miihendisligi Bolimii’ndeki
tim Ogretim iiyeleri ve c¢alisma arkadaslarima, maddi ve manevi destekleri ile her
zaman yanimda olan annem Suna HANAY’a, Ahmet HANAY a ve kardesim Neslihan
HANAY ’a, her zaman yaninda oldugunu bildigim ve hissettigim Onder KOCA’ya, tez
projesini mali yonden destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi’ne tesekkiir ederim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler
°C

%

ne/s
mg/g
mg/kg

g/L

ppm
(mg/L)
ul/L
ml/L

nm

Kisaltmalar

EC
GC

EGC

Celcius sicaklik derecesi

Yiizde

Gramda mikrogram

Gramda miligram

Kilogramda miligram

Gram
Litrede gram

Litrede miligram

Litrede mikrolitre
Litrede mililitre
Mikrolitre
Mililitre

Litre

Mikrometre

Orto

Para

Normal ¢ozelti
Molar ¢ozelti

Nanometre

(-)-Epikatesin
(-)-Gallokatesin
(-)-Epigallokatesin

(+)-Katesin
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EGCG (-)-Epigallokatesin gallat

ECG (-)-Epikatesin gallat
CG (-)-Katesin gallat
GCG (-)-Gallokatesin gallat
GA Gallik asit

TF-f Theaflavin

TF-3,3’-DG Theaflavin-3-3’digallat

DPPH 2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl

PPO Polifenol oksidaz

POD Peroksidaz

KM Kuru madde

Dk. Dakika

SH Standard hata

PDA Photodiode array

HPLC Yiiksek performansl sivi kromatografisi
SAS Statistical Analysis Software
P<0.01 Yiizde birlik 6nem seviyesine gore
P<0.05 Yiizde beslik 6nem seviyesine gore
CKM Kuru Madde

TFM Toplam fenolik madde
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1. GIRIS

[k olarak Cin’de ortaya ¢ikmus olan ¢ay, cok eski zamanlardan beri bu iilkede
tibbi amagli olarak tiiketilmistir (Balentine 1997, Kuroda ve Hara 1999). Cin
mitolojisine gore cayin igecek olarak tarihi, M.O. 2737’li yillara, Cin imparatoru Sen
Nung zamanina uzanmaktadir (Harbowy ve Balentine 1997). Cayda bahsedilen ilk
yazili kayit ise, M.O. yaklasik 350 yillarinda yazilmis olan ‘Erh Ya’ isimli bir Cin
sozliigiidiir. 6. Yiizyillda Cin’den Japonya’ya yayilan ¢ay, bu ylizyilin sonlarindan
itibaren Ozellikle soylular arasinda tiiketilmeye baglamistir. Cayin Avrupa’da taninmasi
ise 400 yil dncesine dayanmaktadir. Ingiliz ve Hollanda kolonilerinden Avrupa’ya
getirilen c¢ay, 6zellikle 17. Yiizyilin ortalarindan itibaren genel anlamda popiiler bir
icecek olmustur (Weisburger 1997). Ulkemizde ¢aym igecek olarak tanmnmasi da
1600°lii yillara uzanmaktadir. 1800’1i yillarin sonlarina dogru Tiirkiye’de cay tiretmek
icin ilk girigsimler yapilmissa da, ekonomik olarak cay yetistiriciligine cumhuriyetten
sonra baglanmis ve ilk kez 1938 yilinda, 135 kg yas ¢caydan 30 kg siyah ¢ay iiretimi
gerceklestirilmistir (Ozdemir 1992).

Cay, Camellia sinensis bitkisinin geng siirgiinlerinden elde edilen ve sudan sonra
en yaygin tiiketilen bir i¢ecektir (Suteerapataranon vd 2009). Tropik ve suptropik iklime
sahip bircok iilkede yetistiriciligi yapilan ¢ay bitkisinden genellikle {i¢ farkl tipte cay
tiretilmektedir. Bunlar; yesil ¢ay, siyah ¢ay ve oolong c¢ay olarak bilinmektedir. Ancak
siyah cay, liretimi ve tiiketimi en yaygin olan c¢aydir (Liang vd 2003, Williges 2004,
Celik 2006, Rawat vd 2007, Owour vd 2008). Kendine 6zgii duyusal ozellikleri,
canlandirict etkisi, saglik lizerine olumlu etkileri ve diger igeceklerle kiyaslandiginda,
kismi ucuzlugu cayin popiilaritesini artiran 6nemli unsurlardir (Chang vd 2000, Zuo vd

2002).

Ulkemizde ¢ay Dogu Karadeniz Bolgesi’nde, Giircistan hududundan baslayan ve
batida Fatsa’ya kadar uzanan alan igerisinde yetistirilmektedir. Cay {liretim alanlari
sahilden yer yer 30 km igerilere kadar girmekle beraber, ortalama 8 km kiy1 seridinde
yayginlasmustir. Giircistan sinirindan Arakli-Karadere siniria kadar uzanan alan, birinci

simif cay bolgesi olarak kabul edilmektedir (Kacar 1987, Demir 2002). Arakli- Fatsa



arasinda kalan kiy1 seridi ise ikinci derece ¢ay iiretim bolgesi olarak kabul edilmektedir.
Nitekim bu bdlgede cay bahgelerinin yogunlugu azalmakta, Arakli’dan batiya dogru
gidildik¢e findik {iretimi artmakta, cayliklar ise azalmaktadir. 1938 yilinda baslayan cay
tiretimi lilkemizde hizla artmis, bu artista verilen tesvikler ve alternatif iiriinlerin diistik
gelir saglamasi etkili olmustur. 1950’11 yillarda kuru cay tiretimi 25 000 tonun altinda
gerceklesirken son donemlerde bazi yillar 200 bin tona yaklagmig, 2004 yilindan
itibaren de 200 bin tonun iizerine ¢ikmistir. Bugiin Tiirkiye cay iiretiminde Onemli
tiretici lilkeler arasinda yer almakta ve iiretim miktar1 ag¢isindan Cin, Hindistan, Sri
Lanka, Kenya ve Endonezya’dan sonra altinci sirada bulunmaktadir (Rio vd 2004,

Akova 2008).

Cay bitkisi genellikle yiiksek bolgelerde yetistirilir. Hindistan, Sri Lanka ve
Kenya’da 2000 m yiiksekliklere kadar ¢ay tarimi yapilmaktadir. Ayrica yliksek bolge
caylar1 icim kalitesi daha yiiksek ¢ay verir (Chan vd 2007). Cay, dogada biiylimeye
birakildig1 zaman bir aga¢ goriiniimii alarak 20-30 m ytiikseklige kadar ulasabilir (Kagar
1987, Caffin vd 2004). Normal kosulda yiiksekligi, yilda 15-20 cm artmaktadir. Ancak
dogal biiylimeye terk edilen c¢ay bitkisinde siirgiin verimi diismektedir. Bu nedenle
belirli araliklarla bitkide budama yapilarak siirgiin artis1 tesvik edilir (Ravichandran
2004). Cay yapraklarn ve tomurcuk, bitkinin gelisme oranina bagli olarak tropik
bolgelerde 1 veya 2 haftalik araliklarla toplanmaktadir (Vyas ve Kumar 2005).
Ulkemizde ise bu siire 5-7 haftadir. Toplamanin elle yapilmas: kaliteli ¢ay iiretilmesini
saglarken, is¢ilik maliyetlerinin yiiksekligi bazi iilkelerde mekanik hasati ekonomik bir
zorunluluk haline getirmistir (Ravichandran ve Parthiban 1998, Chan vd 2007). Cay
bitkisi yiiksek diizeyde yillik yagis ve neme ihtiya¢ duyar. Bitki gelisimi ve yiiksek
verim i¢in en uygun hava sicakligr 18-30 °C, en uygun toprak sicakligi ise 20-25 °C
olmalidir. En iy1 gelismeyi pH’s1 5.0-5.6 olan hafif asitli topraklarda gosterir (Kagar
1987, Mehra ve Baker 2007).

Cay {iretimi i¢in, c¢ay bitkisinin siirgiin ucundan iki yaprak ve bir tomurcugun
(2,5 yaprak) kullanilmasi onerilir ve istenir. Bunun nedeni, kalite agisindan onem
tagiyan c¢esitli maddelerin gen¢ yapraklarda ve tomurcukta yogun olarak toplanmis

olmasidir (Kacar 1987). Ekvatora yakin bolgelerde yil boyunca siirgiin olusumunun



devam etmesine karsin ekvatorun 16° kuzey ve giineyinde kalan bolgede kisin siirglin
olusumu azalir veya tamamen durur. Boylece c¢ay bitkisi kis dinlenmesi olarak bilinen
dinlenme siirecine girer. Bu siire igerisinde bitkinin diisiik sicakliga maruz kalmasinin,
bitkide reaktif oksijen tiirlerinin artmasina dolayisiyla oksidatif strese neden oldugu ve
bunun sonucu olarak da bitkide hiicresel zararlanmalarin meydana geldigi

belirtilmektedir (Vyas ve Kumar 2005).

Cay, miikemmel bir icecek oldugu kadar, yapisinda bulunan cesitli biyoaktif
maddeler nedeniyle de pek c¢ok arastiricinin  dikkatini ¢ekmektedir. Protein,
karbonhidrat, aminoasit, yag iceriginin yam sira c¢ay, polifenoller, alkoidler, bazi
vitaminler ve mineraller bakimindan oldukg¢a zengin bir igecektir. Siyah ¢ayimn fenolik
maddeleri, caymm en Onemli kalite parametreleri veya indikatdrleri olup bunlardan
ozellikle teaflavin (TF)’ler cayimn pazar degerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Yao
vd 2006a). Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda, fenolik maddelerin ayn1 zamanda saglik
tizerine bir¢ok olumlu etkisi oldugu ortaya konulmustur (Manzocco vd 1998). Fenolik
maddelerin yanisira ¢ayin baslica alkaloidleri olan kafein ve teobromin de siyah ¢ayin

kalitesini belirlemede kullanilan 6nemli faktorlerdendir (Sharma vd 2005).

Son yillarda ¢ay katesinlerine biyolojik aktivitelerinden dolayr ¢ok fazla ilgi
gosterilmektedir (Chen vd 2001). Cayin yararli 6zelliklerinin onun antioksidan (Zandi
ve Gordon 1999, Mello vd 2005), antimutajenik (Halder vd 2005), antikarsinojenik
(Han 1997, Zu vd 2005) ve antibakteriyel (An vd 2004) etkilerinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Bu ¢alismanin amaci farkli sicakliklarda (90, 100°C) ve siirelerde (3, 8, 15, 20.
ve 30 dk.) ekstrakte edilen siyah c¢ayda, deme gecen fenolik ve alkaloid madde
miktariin belirlenmesi ve geleneksel demleme iisiiliine gore deme gecen aktif
bilesiklerin miktar ve kompozisyonunu belirlemektir. Cay tiretim ve tiiketim miktariyla,
diinya cay tireticisi iilkeler arasinda onemli bir yere sahip olan iilkemizde kisi basina
yillik 2.5 kg civarinda cay tliketilmektedir. Bu tiiketimiyle c¢ay iilkemizde giinliik diyetin
Oonemli bir parcasidir. Bu agidan kendi {iirliniimiiz olan ¢ayin, fenolik ve alkaloid

bilesikler acisindan ozelliklerini tanimak ve demleme kosullarini bilimsel veriler



dogrultusunda belirlemek olduk¢a Onemli bir husus olarak degerlendirilmektedir.
Aragtirmadan elde edilecek sonuglar ayrica cayla ilgili olarak besleme ve saglik

konular1  iizerinde yiiriitiilecek ¢aligmalara da temel veri olusturacaktir.



2. KURAMSAL BIiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Cay, Theaceae familyasinin Camellia cinsine (Camellia sinensis, (L) O. Kuntze)
ait yapraklarini dokmeyen ve her mevsim yesil olan, ¢ok yillik bir bitkidir (Caffin vd
Giiniimiizde kiiltire alinan gesitler, Thea sinensis (Cin ¢ay1) ve Thea assamic (Assam
cayl) cay bitkilerinin hibritlerinden olusmaktadir. (Chan vd 2007). Tiirkiye’de
yetistirilen ¢ay Cin varyetesidir. Ayrica bu ¢aylarin hibritleri de bulunmaktadir. Cin ¢ay1
olarak da bilinen sinensis ¢esidi, kuraklik ve dona karsi kismen daha dayanikli olup,
subtropik boélgelerde yetistiriciligi uygundur. Assam ¢ay1 olarak da bilinen assamica
cesidi ise, kurak ve soguk hava kosullarina karsi hassas olup, tropik boélgelerde

yetistiriciligi yapilan bir bitkidir (Williges 2004).

Cay bitkisi diinya genelinde 40 kadar iilkede ekonomik olarak yetistirilmektedir
(Demir 2002). Ancak iiretimin énemli bir boliimii Cin, Sri Lanka, Endonezya, Japonya,
Hindistan, Tiirkiye, Tayvan ve Kenya gibi bazi merkez Afrika iilkelerinde yapilmaktadir
(Demir 2002, Lin vd 2003, Mello vd 2005, Kuo vd 2005). Diinyada yillik olarak 3.218
milyon ton kuru ¢ay iiretilmektedir Bunun % 20’si yesil (fermente edilmemis), % 2’si
oolong (yar1 fermente) ve geri kalanmi siyah (fermente edilmis) ¢aydir (Nas vd 1989,

Liang vd 2003, Rio vd 2004, Akova, 2008, Suteerapataranon vd 2009).

Geleneksel alkolsiiz bir igecek olarak Cin ve Japonya’da yaygin olarak tiiketilen
yesil cay, taze cay yapraklarinin oksidasyona ugratilmadan, diger bir deyisle yesil cayin
baslica fenolik bilesiklerini olusturan katesinlerin enzimatik oksidasyonuna izin
verilmeden {iretilen bir ¢ay cesididir. (Yoshida vd 1999, Zhen 2002). Yesil cay
tiretiminde en dnemli asama hasat edilen taze geng yapraklarin, ani bir 1s1l igleme maruz
birakilarak enzim aktivitesini durdurmaktir. Bu amagla uygulanan sicaklik ve siire
yaprak oOzelligi, mevsim ve cesit gibi faktorlere bagli olarak degismektedir.  Isil
uygulamanin ardindan sirastyla kivirma ve kurutma islemleri gelmektedir (Kuroda ve
Hara 1999, Yang 1999, Williges 2004). Yesil cay liretiminde, Assam hibritlerine gore
daha az katesin ve kafein ve daha fazla amino asit iceren Cin hibritleri kullanilmaktadir
(Gulat1 vd 2003). Yesil cayin rengi katesinlerin oksidasyona ugramamasi nedeniyle

oolong ve siyah caydan farkli olarak tamamen yesildir. Yesil ¢aymn antioksidatif ve



antikarsinojenik 6zelliklere sahip bilesikleri arasinda yer alan ve yesil ¢ayimn agirlikca %
20’sini olusturan katesinler, yesil ¢ayin tat, lezzet ve duyusal 6zellikleri tizerinde 6nemli
bir etkiye sahiptir. Ayrica yesil ¢cayin saglik agisindan dnemli bir iiriin olmasinda da bu

bilesikler dnemli rol oynar. (Wang ve Helliwell 2000).

Cay tiketiminin kalan %2’lik boliimiinii, yesil cay ile siyah cay arasinda
ozelliklere sahip olan ve tliketimi Cin’in ve Tayvan’nin bazi bolgeleri ile sinirli kalan
oolong cay olusturmaktadir (Graham 1992, Satoh vd 2005). Yar1 fermantasyon tirlinii
olan oolong cay, karakteristik pek ¢cok 6zelligi agisindan siyah ¢ay ile yesil cay arasinda
yer almaktadir (Wang vd 2000, Matsui 2004). Ancak isleme farkliliklar1 nedeniyle siyah
cay ile yesil ¢ayin karisimindan oolong c¢ayin i¢im 6zelliginde bir ¢ayin olusturulmasi
olanaksizdir (Kacar 1987). Ozel bir iiretim teknigi ile iiretilmesi ve kullamlan cay
bitkisinin 6zel kosullarda yetistirilmesi nedeniyle oolong ¢ay yogun bir aromaya ve
dogal ¢icek kokusuna sahiptir (Zhan ve Xu 2004). Ulkemizde heniiz iiretimi

yapilmamakta ve tiiketici tarafindan taninmamaktadir.

Diinya cay tiiketiminin %78’ini olusturan siyah ¢ay ise, hasat edilen c¢ay
filizlerinin soldurma, kivirma, oksidasyon (fermantasyon), kurutma ve siniflandirma
islemlerine tabi tutulmasiyla elde edilmekte ve basta Giineydogu Asya, Afrika ve
Avrupa iilkeleri olmak iizere tim diinya genelinde yaygin olarak tiiketilmektedir
(Wheeler ve Wheeler 2004). Polifenol icerigi daha yiliksek olan Assam cesitleri siyah
cay lretiminde daha siklikla kullanilmaktadir (Astill vd 2001). Siyah cay diinyanin
farkl1 bolgelerinde, farkli cay cesitlerinden, farkli yontemlerle islenir. Ancak siyah ¢ayin
temel islem agamalar1 soldurma, kivirma, fermantasyon (oksidasyon), kurutma ve tasnif
olarak Ozetlenebilir (Sekil 2.1). Diinyada siyah cay tiretimi degisik isleme sistemleri ile
gerceklestirilmektedir. Bu sistemdeki temel farkliliklar uygulanan kivirma yonteminden
kaynaklanmaktadir. Ayrica cay demleme ve i¢cim aliskanliklar1 da {ilkeden iilkeye

degismektedir (Ozdemir vd 1993a).



Taze Cay Yapraklar %75-80 nem

ﬂ

Soldurma

3242°C sicaklik, %58-67 nem diisiirme

J

Kivirma

(CTC, Rotorvan, Ortodoks)

ﬂ

| |
| |
| |
| |
| |

254+2°C’de ve %90-95 bagil nemde hava akimi altinda
90 dk.

ll

Kurutma

Firmn giris sicakligi 100+2°C ve firmn ¢ikis sicakligi 50-
55°C, hava akim ile 27 dk.

ﬂ

Tasnif (Smiflandirma)

Lif tutucu, midilton, paka ve lastik merdaneli kiricilardan

olusan bir sistemden gegirilerek 7 farkli sinif ¢ay eldesitartik

Sekil 2.1. Siyah Cayin Uretim Akim Semasi (Ozdemir 1992).



Siyah ¢ay tiretiminde ilk basamak olan soldurma islemi, taze ¢ay yapraklarinin
kismi olarak kurutulmasidir. Soldurma islemi ile yapraklarin bir sonraki asama olan
kivirma islemine, fiziksel olarak hazirlanmasi amaglanmaktadir (Kacar 1987, Ghodake
vd 2006). Taze cay yapraklar yaklasik % 75-83 nem igerirken, soldurulmus cay
yapraginda % 58-67 oraninda su bulunur (Kagar 1987, Ozdemir 1992). Soldurma islemi
geleneksel olarak, yapraklarda istenilen nem diizeyine ulasilana kadar ortam havasinin
veya 1sitilmis havanin yapraklarin arasindan gecirilmesi ile gerceklestirilir (Tomlins ve
Mashingaidze 1997). Bu islem, taze yapragin nem igerigine ve uygulama kosullarina
(kullanilan havanin sicakligi, hizi, yaprak serme kalinlig1 gibi) bagli olarak 1.5-6 saat

siirmektedir (Ozdemir 1992).

Soldurulmus cay yapraginda meydana gelen baslica fiziksel degisim, yapraktaki
hiicre duvarlarinin gegirgenliginin artmasidir (Kacar 1987, Zhen 2002). Bu durum
yapraktaki su kaybina baglidir ve yaprak hiicresinde ayri boliimlerde yer alan
polifenoller ile (polifenol oksidaz) PPO enziminin, kivirma asamasinda birbiriyle
temasint saglar (Muthumani ve Senthil-Kumar 2007). Soldurma sirasinda yaprakta
fiziksel degisikliklerin yani sira kimyasal degisiklikler de en iist seviyede meydana
gelmekte olup, cay yapraklarinda basglica meydana gelen biyokimyasal degisiklikler
katesin miktar1 ve PPO aktivitesinin azalma, karotenoid, klorofil ve lipid iceriklerinde
azalma, amino asitler, basit sekerler ve kafein miktarindaki artistir. (Kagar 1987,

Tomlins ve Mashingaidze 1997, Ghodake vd 2006).

Siyah cay liretim asamalarinda soldurulmus ¢ay yapragi 6zel makinelerde ezme,
asindirma yirtma, kesme, biikkme ve kivirmadan olusan kompleks bir isleme tabi,
tutulur. Bu islemin tiimii teknolojide “kivirma” diye isimlendirilir. (Ozdemir 1992).
Kivirma asamasinda ¢ay yapraklar1 pargalanir ve hiicre yapilart da bozuldugu i¢in gesitli
enzimler substratlar1 (polifenoller) ile etkilesime girer (Caffin vd 2004). Siyah ¢ay gerek
diinyada gerekse iilkemizde farklt kivirma yontemleri kullanilarak {iretilir. Bu

yontemlerin baglicalar1 orthodoks, rotorvan, CTC vb. gibi yontemlerdir.

Siyah ¢ay imalatinda kivirmanin etkinligi biiylik 6nem tagimaktadir. Kivirma

etkinligi; yaprak ve yaprak hiicresinin par¢alanma, ezilme ve kivrilma derecesi ile



iliskilidir. Kivrilmis ¢ayin parcalanma, ezilme ve kivrilma derecesi, 6zelligi, goriiniisi
kivirma metoduna gore farklilik gosterebilmektedir. Ortodoks kivirma metodu ile
kivrilan ¢ay daha kivrimli bir yap1 kazanirken oldukg¢a heterojen bir goriiniim arz
etmektedir. CTC ve rotorvan metodu ile kivrilan ¢ayda ise homojen bir par¢alanma s6z
konusudur. Her bir kivirma metodu kendine 6zgii bir kivirma olusturmaktadir. Etkin bir
kivirma yontemi; yas c¢ay yapragmi en kisa siirede, en az ekipman, iscilik ve enerji

kullanarak yeterli diizeyde kivrilip en kaliteli siyah ¢ay1 verebilmelidir (Ozdemir 1992).

Siyah cay gerek diinyada gerekse iilkemizde farkli yontemler kullanilarak
iiretilir. Ulkemizde uygulanan yontemlerin baslicalar1 ortodoks, CTC, Cay-Kur,
rotorvan ve bunlarin degisik kombinasyonlaridir. Ozellikle Cay-Kur ydntemi olarak
adlandirilan, pressiz ortodoks + rotorvan + konik Ortodoks kombinasyonundan olusan
yontem uygulamada yaygmlik kazanmistir (Kacar 1987, Ozdemir 1992, Ozdemir vd
1993a).

Kivirma sonrasinda katesinlerin oksidasyonunun optimum kosullarda devam
etmesi i¢in yapraklar en uygun sicaklik ve nemin saglandigi ortamda oksidasyona
birakilir (Caffin vd 2004). Oksidasyon, siyah cayin kalitesinin belirlenmesinde 6nemli
rol oynayan kritik bir agamadir. Oksidasyon siiresince ¢ay yapraklarinda bulunan
polifenollerin biiyiik bir boliimii enzimlerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlariyla
siyah ¢ayin 6zgiin kalitesini belirleyen bilesikler olan theaflavin (TF) ve thearubiginlere
(TR)’lere déniisiir (Ozdemir 1992, Caffin vd 2004). Cay yapraklarinin rengi yesilden
bakir kirmizist veya siyah renge doniisiir. Oksidasyonun ilk agamalarinda stireye baglh
olarak TF’lerin olusumu artar. Siire ilerledik¢e TF miktar1 maksimum seviyeye ulasir ve
daha ileriki agamalarda yavas yavas azalir. TR miktar1 oksidasyon siiresince siirekli artig
gosterir (Ozdemir 1992). TF miktarmin maksimum seviyeye ulastigi siire optimum
fermantasyon stiresi olarak kabul edilmektedir. Fermantasyon siiresince siire, sicaklik,
pH, bagil nem ve oksijen bulunabilirligi siyah c¢ay iiretiminde istenilen bilesiklerin
yiiksek miktarlarda olusumunu etkileyen ©6nemli faktorlerdir (Ozdemir 1992,
Muthumani ve Kumar 2007, Bhattacharyya vd 2007a). Ayrica kompleks biyokimyasal
reaksiyonlar zinciri sonucunda olusan bir ¢ok ugucu aroma bilesigi nedeniyle

yapraklarin yagimsi kokusu ¢i¢cegimsi kokuya doniisiir (Bhattacharyya vd 2007a, b).



Oksidayon sirasinda polifenoller, PPO (polifenol oksidaz) ve POD (peroksidaz)
ile enzimatik oksidasyona ugratilir. Fermentasyonun basinda PPO, daha sonralan ise
POD daha aktiftir (Bhattacharyya vd 2007a). PPO, esas olarak katesinlerin kinonlara
doniistimiini saglar. Cay yapraklarini PPO aktivitesi klon, mevsim, yapragin boliimleri

ve proses gibi ¢esitli parametrelere bagli olarak genis dlgiide farklilik gostermektedir.

Asirt enzim faliyeti cay kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle
oksidasyon iglemi sonrasinda %45-50 olan nem igerigini ¢ay yapraklarinin enzim
aktivitesini durdurmak ve nem igerigini cayin giivenle depolanacagi seviyeye (~ % 3’e)
diisirmek i¢in, kurutma islemi uygulanir (Kagar 1987, Caffin vd 2004). Kurutma
islemini etkileyen baglica faktorler kullanilan havanin miktar1 ve sicakligi, siire ve
kurutma bolmesindeki havanin kurutma kapasitesidir. Kurutma islemi sirasinda bir dizi
biyokimyasal degisiklikler meydana gelmektedir. Bunlar, nemin azalmasi, enzimlerin
inaktivasyonu, orta diizeyde siyah/kahverengi renk gelisimi, klorofilin feofitine
doniisiimii, lipidlerin parcalanmasi, bazi aroma bilesiklerinin olusumudur. Bu asamada
bazi ugucu bilesiklerde kayiplar da olur (Kagar 1987, Bhattacharyya vd 2007a).
Kurutma sirasinda ¢aym neminin azalmasmin yani sira tadi, rengi ve aromast da
gelismektedir (Caffin vd 2004). Kurutulmus cay, siyah cay oOzelligini kazanmakla
beraber sap, lif ve bir kisim yabanci maddeyi de icermesinden dolay1 yart mamiil bir
tirtindiir. Siyah c¢ayin icerdigi lif, sap, ve yabanci maddelerin ayrilmasi, pazarda kabul
gormeye biiyiik yapraklarin parcalanmasi, tek tip biytklik, sekil ve kalitedeki
fraksiyonlarin ayrilmasi i¢in siniflandirma (tasnif) islemi yapilmaktadir. Bu amacla
mekanik olarak hareket eden delik genislikleri farkli elekler kullanilir ve eleklerin delik

genislikleri esas alinarak derecelendirme yapilir (Ozdemir 1992).

Ulkemizde uygulanan siyah ¢ay siniflandirma sistemine gore, kurutma firmindan
cikan caylar bir dizi lif alicist ile ¢Op, lif ve benzeri materyallerinden ayrilir ve 5 mm
delik genisligindeki Midilton eleginden gecirilir. Elekten gecen kisim c¢ay eleklerine
(pakka), gecemeyen kisim kirictya gonderilir. Cay elegi, delik genislikleri iistten alta
dogru kiigiilen ve iist iiste yerlestirilmis 5 elekten olusmaktadir. Ustten alta dogru elek
delik ¢aplar1 8, 10, 12, 20, 30 mesh’dir. Bdylece ilk asamada cay eleginden gegirilen

siyah cay 1, 2, 3 ve 7a numara ile gosterilen 4 smifa ayrilir. Bunlardan 1, 2 ve 3
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numarali ¢aylar “imalat kirig1 ¢ay” olarak adlandirilir. Bunlar kurutmadan ¢ikip tasnife
gelen ve herhangi bir kirma islemine tabi tutulmadan elenen ¢aylardir. Elek iizerinde
kalan caylar kiricidan gecirildikten sonra yeniden eleklerden gegirilir. Bu ¢aylar ise 4, 5,
6 ve 7b numara olarak smiflandirilir. Bunlardan 4, 5 ve 6 numarali c¢aylara “kirik
(kiricidan gegen) gaylar” denir (Ozdemir vd 1999). Hem imalat kirig1 hem de kiricidan
gecen caylarin cay eleginin altinda kalan kismi olan ve 7a ve 7b olarak siiflandirilan

caylar ise “toz ¢ay” olarak adlandirilir.

Degisik ticari isimler altinda pazara sunulan caylar bu yedi farkli simnif caymn
degisik oranlardaki pagallarindan elde edilmektedir. Her sinif ¢ayin partikiil biiyiikligii,
kalitesi ve bilesimi farkli olabilmektedir (Cloughley vd 1981, Hazarika vd 1984, Nas
1990, Ozdemir vd 1991, 1992, 1993a). Her bir yontemle iiretilen siyah ¢aymn kendine
has bir 6zelligi vardir ve siyah ¢ayin kalitesi, duyusal 6zellikleri igsleme yontemine bagl

olarak degismektedir (Ozdemir 1992).

Ulkemizde yas c¢ay iiriin hasadma genellikle Mayis aymimn ilk haftasinda
baslanmakta ve Ekim ay1 sonlarinda hasat tamamlanmaktadir. Bu siire i¢inde ii¢ veya
dort siirgiin donemi olmaktadir. Cay siirgiinii kalitesinde y1l boyunca hava sartlarina,
kiiltiirel tedbirlere ve mevsime bagl olarak degisiklikler olabilmektedir (Oksiiz 1986,
Owuor 1987, Nas vd 1989, Ozdemir vd 1991, 1992). Farkli imalat sistemlerinin de
siyah cayin kalitesi {izerine etki diizeylerinin belirlenmesi amaciyla iilkemizde bazi

arastirmalar yapilmistir (Oksiiz 1986, Nas 1990, Ozdemir vd 1991, 1992).

Cay filizinin kuru agirhgin yaklagik %25-35’1 olusturan polifenoller ile bir
alkaloid olan ve cay kuru maddesinin yaklasik %2-5’ini olusturan kafein, taze cay
yapraginda bulunan baslica bilesiklerdir (Ozdemir 1992, Balentine vd 1997, Yang vd
2005). Cay yapraklarinda, kuru maddenin yaklasik %3-4’{inii amino asitler olusturur.
Siyah cayin toplam amino asit miktarinin %50°sinden fazlasini olusturan teanin sadece
cayda bulunan baslica aminoasittir Yaglar, steroller, karbonhidratlar (basit sekerler,
nisasta, pektin, seliiloz), proteinler, vitaminler (E, K, A ve diisiik miktarlarda B
vitaminleri, C vitamini (sadece yesil ¢ayda), mineraller (6zellikle potasyum, mangan ve

fluoride iyonlari), ucucu bilesikler (terponoidler ve aminoasitlerin karotenoidlerin ve
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linoleik asidin pargalanma iiriinleri) cayda bulunan diger bilesiklerdir (Kuroda ve Hara

1999, Dufresne ve Farnworth 2001, Perva-Uzunalic vd 2006).

Cizelge 2.1. Cayda bulunan bazi bilesenler (Graham 1992, Ravichveran ve Parthiban
1998, Yoshida vd 1999, Wang vd 2000).

Flavanoller (katesinler) Flavonoller Fenolik asitler
Kuersetin Kafeik asit
Epigallokatesin gallat (EGCG) Kamferol Gallik asit
Epikatesin gallat (ECG) Mirisetin Kuinik asit
Gallokatesin gallat (GCG) Rutin Depsides
Epikatesin (EC) Klorogenik asit
Epigallokatesin (EGC) Kumarilkuinik
Gallokatesin (GC) asit
Katesin (C) Teogallin
Katesin gallat (CG) (3-galloilkuinik
asit)
Teaflavinler Tearubiginler Alkaloidler
Teaflavin TRSI Kafein
Teaflavin-3-gallat TRSII Teobromin
Teaflavin-3'-gallat Teofilin
Teaflavin-3,3'-digallat
Ucucu bilesenler
Grup I Grup 11 Aminoasitler
1-penten-3-ol, n-Hekzanal, Linalol, Linalol oksitler, Teanin

n-Hekzanol, cis-3-Hekzenal,
trans-2-Hekzenal, cis-3-
Hekzenol, trans-2-Hekzenol,

Pentanol

Metilsalisilat, Fenilasetaldehit,
Geraniol, Benzil alkol,

2-Feniletanol, Benzaldehit,

o-ionon, B-ionon

Glutamik asit

Arginin

Cay yapraklarinin en 6zgiin bilesikleri polifenoller olup ¢aya islenmede bir seri

kimyasal degisikliklere ugrayarak cayin i¢cim 6zelligi kazanmasinda temel rolii oynarlar

(Ozdemir vd 1993b, Karadeniz ve Eksi 2002). Bitkilere dzgii bir bilesik grubu olan ve
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gidadan gidaya miktar1 ve kompozisyonu degisen polifenoller meyve ve sebzelerin
kendine 6zgii buruk tadmi vermektedir (Hagermam vd 1998). Bitkilerde aromatik
aminoasit metabolizma sirasinda sentezlenen yan bilesiklerden olusan ikincil
metabolitler olduklar1 varsayilan fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoid tiirevleri
olmak {izere baslica iki guba ayrilmaktadir. Fenolik asitler, hidroksisinamik asitler ve
hidroksibenzoik aistler seklinde iki gruba ayrilir. Polifenoller i¢inde en 6nemli ve en
genis grubu olusturan flavonoidler ise temel molekiil yapisinda yer alan heterosiklik
oksijen halkasinin konformasyonu ve yapisina gore, flavanlar, flavonlar, izoflavonlar
flavonoller, flavanoller ve antosiyaninler olmak iizere alti gruba ayrilmaktadir (Acar

1998, Wang ve Helliwell 2001).

Cay filizinin polifenol miktari, ¢ay c¢esidine cay klonuna, toprak ve iklim
sartlarina, kiltiirel tedbirlere, siirgiin donemi ve siiresine, yapragin yasina ve toplanis
sekline baglidir. Ayrica degisik caylarin {iretimi esnasinda uygulanan islemlere baglh

olarak da, polifenolik madde igeriginin degistigi bildirilmektedir (Owour 1987, Ozdemir
1992).

Flavanoller (katesinler) ve flavonoller, cayda bulunan baslica polifenollerdir.
Yesil cay, ozellikle katesinler ve katesin tlirevlerini kapsayan flavonoller bakimindan
zengindir. Epigallokatesin gallat (EGCG), epigallokatesin (EGC), epikatesin (EC),
gallokatesin (GC) ve epikatesin gallat (ECG) yesil ¢ayda bulunan baslica katesinlerdir
ve toplam polifenollerin %48-55 ‘ini olusturular (Wang vd 2000, Lee vd 2000, Liang vd
2003, Perva-Uzunalic vd 2006). Cayda bulunan baslica flavonoller ise kuersetin,
kamferol, mirisetin ve rutindir (Wang vd 2000, Wang ve Helliwell 2001, Khokhar ve
Magnusdottir 2002). Bu bilesikler ¢cayin suda ¢oziiniir ekstraktinin %2-3’{inii olusturur
(Balentine vd 1997).

Cay katesinleri, cayin islenmesi, demlenmesi ve hatta depolanmasi siiresince
oksidasyon, epimerizsasyon ve degallasyon gibi pek ¢ok kimyasal degisime maruz
kalmaktadir (Wang ve Helliwell 2000, Wang vd 2000). Ornegin, siyah ¢ay imalat:
sirasina katesin miktarindaki azalmayla birlikte monoterpen alkollerin miktarinda artis

olur ki, bu bilesikler ¢ayin aroma kalitesini artiran unsurlardir (Wang vd 1993). Ayrica
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ester katesinlerin (gallat esterleri) ester yapida olmayan katesinlere degallosyonu
(degalloation) sonucu yesil ¢ayimn aciligi ve buruklugu azalmaktadir (Wang ve Helliwell
2000).

Yesil ¢ay katesinlerinin saglik {izerine etkilerinden dolay1 6zellikle son yillarda
cok fazla arastirma yapilmaktadir. Cay yapraginda katesinler, kuru maddede %?20-30
aras1 oranlarda bulunabilmektedir (Graham 1992, Chang vd 2000, Wang vd 2000).
Uretilen yesil ¢aylarda ise, kuru maddede %20’ye varan oranlarda katesin
bulunabilecegi belirtilmistir (Wang ve Helliwell 2000). Fermentasyon islemi katesin
miktarinda 6nemli azalmaya neden oldugu igin yesil ¢ay, oolong ve siyah caylardan
daha fazla katesin icermektedir (Cabrera vd 2003). Yoshida vd 1999, yesil ¢cayda kuru
maddede %8’den %15’e degisen oranlarda katesin bulundugunu bildirmektedir EGCQG,
EGC, EC, ECG ve yesil cayda bulunan baslica katesinlerdir (Horie ve Kohata 2000,
Mulder vd 2001, Sharma vd 2005). Yesil ¢ayda katesinlerden en fazla EGCG
bulunmaktadir. Bunu sirasiyla EGC, ECG, EC, CG, GC ve C izlemektedir (Goto vd
1996, Lin vd 1996, Zuo vd 2002, Nishitani ve Sagesaka 2004, Ozdemir 2006, Perva-
Uzunali¢ vd 2006). Bu siralamanin EGCG>EGC>EC>ECG>GC (Wang vd 2000,
Chang vd 2000) ve EGCG>EGC>GC>ECG>C>EC (Wang vd 2006) seklinde oldugu da
goriilmektedir. Yesil cayda bireysel katesinlerin miktart hammaddenin c¢esidine,
ozellikle varyete, iklim ve yetistirilme kosullarina gore degismektedir (Bonoli vd 2003).
Renksiz, suda ¢Oziiniir bilesikler olan katesinler yesil ¢ay demine acilik ve burukluk

verir (Wang vd 2000, Gramza ve Korczak 2005).
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Uretilen her tipte ¢aym tat, renk ve aroma gibi kalite dzelliklerinin tamamu,
dogrudan veya dolayl olarak katesinlerin gecirdigi degisimle iliskilidir. Ornegin, siyah
cayin imalat1 sirasinda katesin miktarindaki azalmayla birlikte monoterpen alkaloidlerin
miktarinda artig olur ki, bu bilesikler ¢ayin aroma kalitesini artiran unsurlardir (Wang
vd 1993). Ayrica ester katesinlerin (gallat esterleri) ester yapida olmayan katesinlere
degalosyonu (degalloation) sonucu yesil ¢ayin aciligi ve buruklugu azalmaktadir (Wang

ve Helliwell 2000).

Katesinler alkali kosullara dayanikli bilesikler degildir. Ayrica 1sitma ile
degradasyon artmaktadir. Yesil cay katesinlerinin stabilitesi iizerine yapilan bir
calismada, katesinlerin asidik ¢ozeltilerde kismen stabil oldugu, ancak bazik pH’lara
kars1 oldukga hassas olup, birka¢ dakika i¢inde parcalandigi, EGCG ve EGC’nin EC ve
ECG’a kiyasla daha hizli parcalandig1 bildirilmektedir (Zhu vd 1997).

Degisik ¢ozeltilerde ve iceceklerde yesil cay katesinlerinin ve TF’lerin
stabilitesinin incelendigi bir calismada hem katesinlerin hem de TF’lerin yiiksek
sicaklik ve pH’larda pargalandigi, ancak yesil cay katesinlerinin TF’lere kiyasla daha
stabil oldugu bildirilmektedir. Yine aynmi arastirma da g¢ay ekstrakti iceren ve 6 ay
depolamaya alinan alkolsiiz i¢ceceklerde, depolamanin ilk ay1 sonunda hem yesil cay
katesinlerinin hem de TF’lerin yaklasik %50 oraninda kaybedildigi saptanmistir (Su vd
2003).

Siyah ¢ay iiretiminde fermantasyon (oksidasyon) siiresince, taze yesil cay
yapraginda bulunan katesinlerin biiylik bir bdliimii enzimlerce katalizlenen cesitli
oksidasyon reaksiyonlarina katilir. Oksidasyon reaksiyonlar sonucunda, siyah ¢ayin
O0zgiin aroma ve rengini veren, sari-portakal renkli theaflavinler (TF), kirmizi-
kahverengi renkli tearubiginler (TR) ve diger polimerizasyon iirlinleri (teabrovninler)
gibi stabil bilesikler olusur (Peterson vd 2004, Gramza ve Korczak 2005, Luczaj ve
Skrzydlewska 2005, Muthumani ve Senthil-Kumar 2007). Bunlar, ¢ay deminin
burukluk, parlaklik, renk ve agizda biraktigi his gibi 6zelliklerinden sorumlu
bilesiklerdir (Sud ve Baru 2000). Siyah cay iiretimi sirasinda katesinlerin yaklasik

olarak % 75’1 oksidasyonun ve kismen de polimerizasyonun yer aldigi enzimatik
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dontisiime ugratilmaktadir (Luczaj ve Skrzydlewska 2005). Bu nedenle siyah cayin
katesin igerigi yesil ve oolong c¢aylarin katesin iceriginden diisiiktiir (kuru maddede %3-
10). Buna karsilik siyah cayda kuru agirlik tizerinden %0.3-2 oraninda theaflavinler ve
%10-20 civarinda tearubiginler bulunmaktadir (Yang ve Koo 1997, Wang vd 2000,
Dufrense ve Farnworth 2001, Peterson vd 2004, Gramza ve Korczak 2005). Siyah ¢ayda
flavonoidlerin yaklasik %30’unun katesinlerden, %10’a yakininin teaflavinlerden ve en

az %50’sinin de tearubiginlerden olustugu bildirilmektedir (Mulder vd 2001).

TF ve TR’ler C¢-C3-Cg temel yapisini korudugundan flavonoidler grubunda
siniflandirilir (Chaudhuri vd 2005). Bunlardan 6zellikle teaflavin (TF)’ler cayin pazar
degerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Yao vd 2006a).

Siyah ¢ayda theaflavinler, fermantasyonda olusan ilk stabil bilesiklerdir. TF’ler,
basit katesin ve katesin galatlarin enzimatik oksidasyonuyla ortaya ¢ikan o-kuinonlar
arasinda gerceklesen reaksiyonla olusmaktadir (Graham 1992, Wang vd 2000, Gramza
ve Korczak 2005, Muthumani ve Kumar 2007). Siyah ¢ayda bulunan teaflavinler (Sekil
2.3.), basit teaflavin (TF), teaflavin-3-gallat (TF-3-G), teaflavin-3’-gallat (TF-3’G) ve
teaflavin-3-3’digallat (TF-3-3’-DG) bilesenlerinden olusmaktadir (Lee ve Ong 2000,
Wang vd 2000, Peterson vd 2005, Muthumani ve Kumar 2007). Oksidasyon sirasinda
TF’lerin ileri diizeyde oksidayona ugramastyla, daha polimerize bilesikler olan, TR’ler
ve kondanse teabrovninler (TB) (polimerize tearubiginlerin proteinlerle baglanmis

formu) olusur (Yao vd 2006b).
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Sekil 2.3. Teaflavinlerin yapist (Kuroda ve Hara 1999)

Fenolik maddelerin yani sira ¢ayin baslica alkaloidleri olan kafein ve teobromin
de siyah cayimn kalitesini belirlemede kullanilan 6nemli bilesiklerdendir (Sharma vd
2005). Siyah cayin alkaloid bilesiklerini, ¢cay kuru agirliginin % 1-5’ini olusturan kafein
ve az miktarlarda teobromin (% 0.2-0.4) ve teofillin (~ % 0.02) olusturmaktadir
(Graham 1992, Ozdemir vd 1993a, Lin vd 1998, Perva-Uzunalic vd 2006, Yang vd
2007, Suteerapataranon vd 2009). Metilksantin bilesikleri olarak da bilinen bu ii¢
alkaloid, ¢ayin uyarici etkisinden sorumlu bilesiklerdir (Goto vd 1996, Yao vd 2006b).
Bu bilesikler ayrica ¢ay i¢imini tesvik ederek aligkanlik ve tiryakilik yaparlar.
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Sekil 2.4. Alkaloidlerin kimyasal yapis1 (Brunetto vd 2007)

a. teobromin, b. kafein, c. Teofillin

Cay deminde kafein kismen serbest, kismen de TF’lerle kompleks olusturmus
halde bulunur. Kafein miktarinin, yas cay filizinin toplanilmasindan siyah c¢aya
isleninceye kadar gecen siire icinde arttig1 belirtilmistir. Ozellikle soldurma islemi ile bu
artisin daha da fazla oldugu belirtilmekte, ancak, farkli kivirma yontemlerinin genelde
siyah ¢ayin kafein igerigi lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmadigi bildirilmektedir
(Harler 1970, Werkhoven 1974). Owuor (1987), siyah cayda kafein iceriginin yas ¢aya
uygulanan kiiltiirel tedbirlerle degisebildigini, 6zellikle gilibrelemenin nemli etkisinin
oldugunu bildirmektedir. Arastiric1 yas cay filizinde yaprak sayisinin artmasi ile kafein
miktarinin 6nemli derecede azaldigini da belirtmistir. Owuor vd (1990a,b), toplama
aralig1 degisiminin, degisik klonlarin ve farkli soldurma derecelerinin siyah ¢ayin kafein

icerigi izerinde etkili oldugunu bildirmektedir.

Caymn alkaloid icerigi uygulanan ekstraksiyon kosullarina gore degigsmektedir.
Perva-Uzunalic vd (2006) tarafindan farkli konsantrasyonlarda organik solvent ve farkli
sicakliklarda su kullanilarak yesil ¢aydan kafeinin ekstrakte edildigi bir calismada,
ekstraksiyon etkinliginin % 6.9-89.1 oraninda degistigi saptanmigtir. Sharma vd (2005)
cayimn katesin ve alkaloidlerinin etkin bir ayrimimi saglamak i¢in bir HPLC y0Ontemi
gelistirmigler ve ayn1 zamanda farkli ekstraksiyon kosullarinin bu bilesiklere etkisini
ortaya koymuslardir. Arastiricilar, kullanilan ekstraksiyon solventi ile uygulanan

ekstraksiyon siiresi ve asama sayisina bagli olarak yesil caymn kafein, teobromin ve

teofillin iceriginin sirastyla 5.0-98.9 mg/g kuru agirlik, 0.0-33.0 mg/g kuru agirlik ve
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0.0-1.99 mg/g kuru agirlik olarak degistigini saptamislardir. Khokhar ve Magnusdottir
(2002), siyah caydan kafeinin ekstrakte edilmesi i¢in en iyi solventin kaynar su
oldugunu ve bunu sirasiyla % 80’lik metanol ve % 70’lik etanoliin izledigini

gostermislerdir.

Son yillarda yapilan epidemiyolojik c¢alismalarda cay tiiketiminin insanlarda,
kanser ve kalp-damar rahatsizliklar1 gibi ¢esitli kronik hastaliklarin 6nlenmesine
yardimc1 oldugu rapor edilmistir (Hertog vd 1995, Imai ve Nakachi 1995, Dufresne ve
Farnworth 2001, Koo ve Cho 2004). Cayin saglik iizerine yararh etkileri, daha ¢ok
yapisinda bulunan polifenolik maddelerle iligkilendirilmektedir. Cayda bulunan
polifenollerden ozellikle katesinler, giiclii antioksidan Ozellikleri, antimutajenik ve
antikanserojenik etkileriyle dikkat c¢ekmektedir. Yesil cay katesinlerinin C ve E
vitaminlerinden ¢ok daha giicli antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
EGCQG, katesinler i¢cinde en yiiksek antioksidan etkiye sahip bilesiktir, bunu sirasiyla
ECG, EGC, EC ve C takip etmektedir. Diger taraftan siyah ¢ayda bulunan theaflavin,
theaflavin-3-gallat, theaflavin-3'-gallat ve theaflavin-3,3'-digallat bilesenlerinin de
ozellikle antikanserojen etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Vinson vd 1995, Baptista
vd 1998, Nanjo vd 1999, Shrapnel 1999, Yu vd 1999, Chang vd 2000, Lee ve Ong
2000, Wang vd 2000, Wang ve Helliwell 2001, Wu ve Guo 2002, Koo ve Cho 2004,
Gramza ve Korczak 2005, Tas vd 2005).

Cayin ve bilesiminde bulunan katesinlerin kanser olusumuna karsi koruyucu
etkisi; hiicre cogalmasini engelleme, hiicre dongiisiinii durdurma (Liang vd 2003), etken
reseptorleri baskilama, sitokinlerin salinimini azaltma (Fujiki vd 1999), mitotik uyarilari
baskilama (Lin vd 1998), mutajeniteyi ve genotoksisiteyi Onleme, detoksifikasyon
enzimlerini etkinlestirme, serbest radikal temizleme, kanser hiicrelerinin apoptosisini
hizlandirma (Ahmad ve Mukhtar 1999) ve anjiojenesisi engelleme gibi mekanizmalarla

aciklanmaktadir.
Yesil ve siyah cay bilesenlerinin HPLC ile analizi 1970’lerde baglamis olup,

baslangigtan giinlimiize kadar degisik HPLC yontemleri kullanilmistir. 1980’11 yillarin
sonlarindan  itibaren  kullanilmaya baslanan HPLC-Diode Array dedektor
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kombinasyonunun, yesil ve siyah c¢ay fenolik bilesiklerinin ve pigmentlerinin
analizinde, etkin ayirma ve belirleme saglayan basarili bir yontem oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir (Bailey vd 1993, Wang ve Helliwell 2001). Polifenollerin,
ozellikle de katesinlerin saglikli iligkili rollerinin belirlenmesine paralel olarak, bu
bilesenlerin taze ¢ay yapraginda, siyah cayda, yesil cayda ve bunlarin demlerinden elde
edilen ekstraktlarda belirlenmesi konusunda ¢ok sayida arastirma yapilmistir (Chang vd

2000, Lakenbrink vd 2000, Lee ve Ong 2000, Wang ve Helliwell 2001, Zuo vd 2002).

Cay yapraklarmin sicak suda demlenmesi ile katesinlerin tamami ekstrakte
edilmediginden, katesinlerin kantitatif analizinde ekstraksiyon islemi genellikle
metanol, etanol veya asetonitril gibi organik ¢doziiciilerle gergeklestirilmistir.
Ekstraksiyon verimi ve elde edilen ekstraktin kalitesi, ¢ay ve ¢Oziicii tipi, sicaklik, siire,
pH ve c¢ay/coziici orant gibi ekstraksiyon kosullarindan degisik sekillerde
etkilenmektedir. Ayrica ekstraksiyon asamasinda major katesinlerin epimerizasyonu
gerceklesebilmektedir (Yoshida vd 1999, Horie ve Kohata 2000, Friedman vd 2006,
Perva-Uzunalic vd 2006).

Friedman vd (2006), yaptiklar1 bir calismada cay Ornekleri %80 etanolde
60°C’de 15 dk. ekstrakte ve 90°C suyla ekstrakte etmislerdir. Sonuclar etanolle

ekstraksiyonun daha etkili oldugu gostermistir.

Yesil ¢ay katesinlerinin sulu ¢ozeltilerde ekstraksiyon verimi {izerine yapilan bir
calismada, yiiksek pH degerlerinde ¢aydan ekstrakte edilen EC, EGC, ECG ve EGCG
miktarlarinin azaldigi, buna karsiik C, GC, CG ve GCG miktarlarinin arttigi
gozlenmistir. Bu durumun EC, EGC, ECG ve EGCG bilesiklerinin yiiksek pH’larda
epimerizasyon nedeniyle C, GC, CG ve GCG bilesiklerine doniisiimiinden
kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Ayrica ayn1 pH’ya sahip sulu ¢ozeltilerde de katesin
tiirline ve ¢ay-su oranina bagl ekstraksiyon verimi degismistir. Arastirmacilar yesil ¢ay
katesinlerinin  sulu ekstraksiyonunda diisik pH degerlerinin epimerizasyonu

engelleyebilecegini bildirmislerdir (Yoshida vd 1999).
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Lee ve Ong (2000), yesil ve siyah ¢ay drneklerinde katesinlerin ve teaflavinlerin
analizinde HPLC ve kapiler elektroforez yontemlerini karsilastirdiklart bir ¢calismada,
her iki yontemin de bu bilesiklerin belirlenmesinde basariyla uygulanabilecegini ancak,
HPLC yonteminin 0.05 pg/ml dedeksiyon limitiyle, katesinlerin ve teaflavinlerin
analizinde kapiler elektroforez yOnteminden daha hassas oldugunu bildirmislerdir.
HPLC ile analiz edilen Japon yesil ¢ayinda EC, ECG, EGC, EGCG ve TF’lerin
miktarlar sirasiyla 6.06, 5.34, 36.53, 18.10 ve 0.88 mg/g, Cin Long-jing cayinda
sirastyla 5.27, 9.97, 28,07, 35.46 ve 1.50 mg/g ve Seylan ¢ayinda ise sirasiyla 1.41,
6.82, 2.84, 5.52 ve 10.70 mg/g olarak bulunmustur.

Suteerapataranon vd (2009), yaptiklar1 bir diger calismada ise yesil cay ve
oolong cayda 4 farkli demleme sicakliginin (60-70-80-90°C) ekstrakte olan kafein
konsantrasyonu {izerine etkisini incelemislerdir. Arastirma sonucunda 90 °C’de

demlemede ekstrakta kafein konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Avustralya’da yetistirilen ¢ayin flavanol ve fenolik asit iceriginin HPLC-Diode
Array dedektor sistemi kullanilarak belirlenmesi iizerine yiiriitiilen bir g¢aligmada,
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda metanol, kloroform, etil asetat ve su kullanilmig
ve metanoliin en uygun ¢ozgen oldugu, taze cay siirgiinlerinden fenolik maddelerin
metanolle ekstraksiyonunda 1:18 (w/v) oranmin fenolik bilesiklerin maksimum
seviyede ekstraksiyonuna olanak sagladigi, ayrica metanolle ekstraksiyon sonrasinda
orneklerin hemen HPLC’de analize alinmasinin piklerin ayrilma verimini artirdig
belirlenmistir. Bu ¢alismada kullanilan HPLC ydntemi ile dort ayri katesin (C, GC, EC
ve EGC) ve alt1 ayn katesin gallat (EGCG, CG, ECG, GCG, EC-DG ve EGC-DG)
bilesigi ile ¢ayda bulunan kafein, teobromin gibi énemli alkaloidler, bes ayr1 flavonol
glikozit ile kuinik asit ve esterlerini igeren alt1 ayr1 fenolik asit kantitatif olarak basariyla
belirlenmistir. Calismada analiz edilen taze ¢ay siirgiinlerinde bulunan baglica fenolik
maddenin kuru bazda 115mg/g (%11.5g/100g) oraniyla EGCG oldugu, 6rneklerin EGC,
EC ve ECG miktarlarinin ise kuru bazda sirasiyla %4.79, %1.75 ve %4.07 olarak
bulundugu bildirilmistir (Yao vd 2004).
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Nishitani ve Sagesaka (2004), yaptiklar1 bir ¢alismada Japon yesil (Sencha
Matcha), Cin yesil (Gunpowder) ve oolong (Tie Kuan Yin) ve Darjeeling siyah
caylarmin katesin ve diger fenolik maddeler ile kafein iceriklerini belirlemislerdir. Bu
calismada ogiitiilmiis ¢ay Ornekleri su-asetonitril (1:1 v/v) c¢ozeltisinde 40 dakika
stireyle oda sicakliginda ekstrakte edildikten sonra 280 nm’de dereceli elusyonla HPLC-
PDA sisteminde analiz edilmistir. Analiz edilen ¢aylarda (-)-EGCG, (-)-EGC, (-)-ECG,
(-)-EC ve (-)-GCG miktarlar1 kuru agirlik bazinda sirasiyla %5.73-8.71, %1.13-6.27,
%0.86-1.80, %0.32-0.97 ve %<0.003-%0.09 degerleri arasinda degismistir. Caylarin

kafein miktari ise yine kuru agirlik bazinda %2.51-3.62 olarak belirlenmistir.

Sharma vd (2004), tarafindan yapilan bir calismada Japon yesil cay1 farkh
sicaklik ve iiretim proseslerinde demlenerek katesin ve alkaloid madde miktarlari
belirlenmigtir. Yapilan ekstraksiyon sonucu EGC, EC, EGCG, ECG, kafein, theobromin
miktarlart sirasiyla 1.20-1.92 mg/ml, 0.24-0.70 mg/ml, 0.78-1.46 mg/ml, 0.012-0.078
mg/ml, 0.46-0.84 mg/ml, 0.10-0.21 mg/ml olarak bulunmustur.

Tirkmen (2007), tarafindan yapilan bir g¢alismada en etkili ekstraksiyon
solventini belirlemek amaciyla farkli solventlerin (su, % 80’lik etanol, % 80’lik
metanol, % 100’lik metanol ve % 50’lik metanol) karsilastirilmasi sonucunda
solventlerin etkinliginin bilesik cinsine bagl olarak degistigi ortaya konulmustur. Suyun
alkaloidler acisindan en etkili solvent oldugu ancak fenolik bilesikler agisindan en az

etkili solvent oldugu belirlenmistir.

Yine dereceli elusyonla zit faz HPLC sisteminin kullanildigi ve ¢ay 6rneklerinin
100°C’de su ile ekstrakte edildigi bir diger calismada, siyah ¢ay orneklerinde EGC, EC,
EGCG ve ECG miktarlarinin sirasiyla <5-91 mg/l, 31-79 mg/l, 18-229 mg/l ve 8-85
mg/l arasinda degistigi saptanmistir. Ayni arastirmada analiz edilen yesil cay
orneklerinden Cin yesil ¢ayinda EGC, EC, EGCG ve ECG miktarlari sirastyla 163 mg/1,
47 mg/l, 263 mg/l ve 44 mg/1 ve Japon yesil ¢ayinda ise sirasiyla 287 mg/1, 94 mg/1, 408

mg/l ve 59 mg/1 olarak bulunmustur (Khokhar vd 1997).
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Bu arastirmada, farkli sinif ¢ay orneklerin de farkli sicaklik ve siirelere baglh
olarak suya gecen Onemli fenolik bilesiklerin miktarinin belirlenmesi amaglanmistir.
Elde edilen sonuglara gére en uygun demleme kosullarinin ortaya konmasi ve beslenme
acisindan demleme kosullarina bagli degerlendirmeler yapilabilmesi de arastirmanin

onemli hedefleri arasindadir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Aragtirmada, 2010 yili ¢ay sezonu hasat edilmis 1.slirgiin donemine ait
Caykurdan temin edilen siyah cay ile ticari olarak piyasadan alinan ve yapilan
Partikiil biiyiikliigiine gore 7 farkli sinifa ayrilan siyah caylardan 2. 5. ve 7. sinif ¢aylar
ile ticari bir yesil cay Ornegi arastirma materyalini olusturmustur. Kullanilan g¢aylar

Sekil 3.1°de gdsterilmistir.

Sekil 3.1. Arastirmada kullanilan siyah ve yesil ¢ay Ornekleri (a: 2.smif, b: 5.sinif, c:
7.s1n1f, d: yesil cay)

Aragtirma materyali olarak secilen 2 nolu cay imalat kirigi caylar1 temsilen

secilirken, 5 nolu c¢ay kiricidan gegen, 7 nolu cay ise toz ¢ayr temsil etmek iizere
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se¢ilmistir. Bunlardan 2 ve 5 nolu ¢aylar normal Tiirk usiilii demlemen ticari ¢aylarin
pagallarinda 6nemli oranda kullanilir. 7 nolu ¢ay ise siizen posetlerin igindeki ¢ay olup
genelde kisa siireli demlemeye uygundur. Yesil cay Ornegi ise hem iilkemizde yeni
tiretilen bir ¢aydir, hemde oksidasyona ugramamis bir cay cesidi olarak, siyah caylarla

karsilastirma olanagi veren bir 6zellik tagimaktadir.
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3.2. Metot

3.2.1. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon ¢ay orneklerinin iki farkli sicaklik (90, 100°C) ve bes farkl: siirede

(3., 8., 15., 20. ve 30.dk) cam balonlarda, igilebilir niteliktedeki su kullanilarak
yapilmigtir.

Ekstraksiyonda cay/su oranmi 2,83gr/250 ml olarak belirlenmistir. (Glirses ve
Artik 1997). Her sicaklik ve siire icin ayr1 bir cam balonda ekstraksiyon

gergeklestirilmis, bu yolla sicaklik ve kiitle dengesi korunmustur.

Cizelge 3.1. Ekstraksiyon deneme plani

Ornek Kodu Sicaklik ( °C) Siire (dk)

2 3

5 90 8

7 15
Yesil Cay 20

30

2 3

5 8

7 100 15
Yesil Cay 20
30

3.2.2 Toplam kuru madde

Aragtirma materyali ¢ay 6rneginden 5 g tartilip etiivde 103+£2°C’de sabit agirliga
gelene kadar bekletilmistir. (Giirses ve Artik 1987).

Kuru madde miktar1 (A) =T, x I_I(_)—O
0

To: Deney 6rnegi ilk agirligi, g

T: kurutulmus deney 6rneginin agirhigi, g
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3.2.3. Ekstrakt verimi

Ekstraktlardan 15 mL alinarak dnceden darasi alinmis petrilere aktarilmis ve daha
sonra 65°C’de etlivde sabit tartima gelene kadar kurutulmustur. Ekstrakt verimi kuru

madde iizerinden asagidaki formiille hesaplanmistir (Anonim 1990).

15(A-B)

Ekstrakt verimi (%) = —————
% Kurumadde
A: Petri + kurutulmus ekstrakt agirligi

B: Petri agirlhigi

3.2.4. Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde miktar1 spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Bu
amagcla, yukarida elde edilen ekstraktlardan 0.5 mL 6rnek sizdirmaz kapakli cam tiipler
igerisine aktarilmis, iizerine sirastyla 2.5 mL Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi (saf su ile 10 kat
seyreltilmig) ve (0.5 ile 2 dk arasinda bekleme siiresinden sonra) 2 mL %7.5’lik
Na,COs ¢ozeltisi eklenmistir. Elde edilen karisim vorteksle 30 sn karistirildiktan sonra
50°C’deki su banyosunda 5 dk bekletilmistir. Daha sonra oda sicakligina sogutularak
spektrofotometrede (Shimadzu UV-vis 160A) 760 nm dalga boyunda, su ile ayni
islemlerin uygulandig1 kore karst absorbanst okunmustur. Elde edilen absorbans
degerleri gallik asit ¢ozeltileri ile olusturulan kurve yardimiyla mg gallik asit esdegeri

(GAE)/g kuru 6rnek agirligina dontistiiriilmiistiir (Skerget vd 2005).

0,8

0,7 / y =0,0097x + 0,0343
0,6 R2=0,9983

g 0,5 P
% 0[4 / .
c -~ —0=—Seri 1
g o3 /
g 02
§ 01 / —_— Dogrusal
i 0 T T T 1 (Serl 1)
0 20 40 60 80
Konsantrasyon (mg/kg)

Sekil 3.2. Farkli konsantrasyonlarda gallik asit standardinin absorbans degerleri
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3.2.5. Toplam flavonoid madde tayini

Ekstraktlardan alman 0.5 mL 6rnek cam tiipler igerisine konularak iizerine
sirastyla 2.5 mL saf su ve 150 pL %5°1lik NaNO, ¢ozeltisi eklendikten sonra vortekste
30 sn kanstirilmistir. Elde edilen ¢ozelti 5’er dk bekletilerek 6nce 300 pL %10’luk
AICl; ¢ozeltisi daha sonra 1 mL 1M NaOH c¢ozeltisi ve 550 pL saf su ilave edilmistir. 5
dk daha bekletilen ¢ozeltinin absorbansi spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri (+)-katesinle hazirlanan kurve yardimiyla

mg (+)-katesin esdegeri/g kuru 6rnek agirligina doniistiiriilmiistiir (Chang vd 2006).

1
0,8 g - y =0,051x + 0,025
g ’ R?=0,994
§ 0,6
7 o4 ® Seril
= o .
2 0,2 / ——Dogrusal (Seri 1)
2 0 - . | .
0 5 10 15 20
Konsantrasyon (mg/kg)

Sekil 3.3. Farkli konsantrasyonlarda (+)-katesin standardinin absorbans degerleri
3.2.6. Antioksidan aktivite tayini

Antioksidan aktivite tayini Von Gadow vd (1997) ve Maisuthisakul vd (2007)
tarafindan kullanilan DPPH radikalinin inhibisyonuna dayanan ydnteme gore
yapilmustir. Yontemin uygulanmasinda Molyneux’un (2004) degerlendirmeleri dikkate

alimmustir.

Bu yontemde cay ekstraktlarinin her birinden dort farkli konsantrasyonda
hazirlanan ¢ézeltilerden birer tiip igerisine 100’er pL alinarak tizerine 4’er mL 6x10°M
DPPH ¢ozeltisi (metanol igerisinde hazirlanmis) ilave edilmistir. Daha sonra ¢ozeltiler
oda sicakligindaki karanlik bir yerde 30 dk bekletilmistir. Bu siire sonunda ¢ozeltilerin

absorbansi (A,) cay ekstraktlarinin hazirlandig1 ¢oziiciiye bagli olarak suya karsi

spektrofotometrede (Shimadzu UV-vis 160A) 516 nm dalga boyunda okunmustur.
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Bunun yaninda 6rnek yerine ¢oziicii (saf su veya %80’lik metanol) ve yine 4 mL DPPH

coOzeltisi ilave edilerek elde edilen ¢bzeltinin absorbansi (AC(O)) ayni dalga boyunda

okunarak asagidaki formiil yardimiyla inhibisyonu hesaplanmistir (Yen ve Duh 1994,
Katalanic vd 2006).

inhibisyon (%)=((Ac o) = An )/ Ac o) X100

t=30 dk

DPPH radikalinin %50’sini inhibe eden ekstrakt konsantrasyonu olarak tanimlanan
ICsp degeri 1se 4 farkli konsantrasyonda hazirlanan ekstraktlara karsi ¢izilen DPPH
radikalinin % inhibisyon oranindan elde edilen dogru denkleminden hesaplanmustir.

(Molyneux 2004, Bilusi¢ Vunda¢ 2007).

3.2.7. Orneklerin fenolik, flavonoid ve alkaloid madde bilesenlerinin belirlenmesi

Orneklerin fenolik asit, flavonoid, alkaloid, theaflavin kompozisyonu, c¢ay
orneklerine iki farkli sicaklik (90, 100°C) ve bes farkli siirede (3., 8., 15., 20. ve 30.dk)
yapilan ekstraksiyondan sonra, DAD dedektér kullanilarak HPLC yontemiyle
belirlenmistir (Friedman vd 2006, Nishitani vd 2004, Hikkinen ve Torrénen 2000,
Viiia ve Chaves 2006).

Polifenolik madde kompozisyonu ve kafein miktar1 analizi i¢in, elde edilen ekstrakt

cozelitileri 0.45um’lik membran filtreden stiziilerek HPLC’ye enjekte edilmistir
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Kromatografi kosullar::
Polifenolik madde kompozisyonunu ve kafein miktarini belirlemek i¢in Zuo vd

(2002)’nin kullandig1 dereceli elusyon yontemi kismen modifiye edilerek asagidaki

sartlar uygulanmstir.

Cizelge 3.2. Hareketli fazin siireye bagl % degisimleri

Siire (dk.) Hareketli faz A Hareketli faz B
(Metanol) (%0.2 trifluoasetik asit)
0-1 5 95
1-28 63 37
28-33 5 95
v Mobil faz akis hiz1: 1ml/dk.
v Kolon sicakhigi: 40°C
v Dedektor dalga boyu: 260, 280 nm
v" Enjeksiyon miktari: 20um
v" Guard kolon: Nucleosil 5 C;3

Standard Maddelerin Hazirlanmasi ve Kalibrasyon:

Fenolik madde ve alkaloid bilesiklerin analizi i¢in kullanilan standard maddeler
Cizelge 3.3’de belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Ara stok ¢ozeltilerin her birinin 1-250
mg/kg arasinda degisen konsantrasyonlarda hazirlanmasi ile elde edilen kalibrasyon
egrileri linear olup, korelasyon katsayilart 0.9984-1.000 (Cizelge 3.4) olarak

belirlenmistir.
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Cizelge 3.3. Kullanilan standard maddeler ve hazirlanmasi*

Standart Stok ¢ozelti Calisma ¢ozeltisi
madde Konsantrasyonu(mg/L) konsantrasyonu
(mg/L)
Gallik asit 100 10-100
(-)-GC 100 1-15
Theobromine 500 10-100
(+H)-C 100 5-50
(-)-EGC 100 25-100
(-)- EGCG 100 5-50
(-)- EC 500 10-100
Kafein 250 10-250
GCG 100 5-50
(-)-ECG 100 5-50
(-)-CG 100 1-25
TF-f 100 5-50
TF-3,3’-DG 100 10-75

+ Standart maddelerin birimleri mg/L’dir

Siyah c¢ay 6rneklerinin fenolik madde ve alkaloid bilesiklerinin kantitatif olarak
tayini HPLC kromatogramlarindan elde edilmis olan integre alanlar kullaniimak
suretiyle  kalibrasyon  egrilerinden elde edilen degerler  dogrultusunda

gerceklestirilmistir. Elde dilen sonuglar mg/g kuru agirlik olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 3.4. Standart maddelere iligkin regresyon denklemi* ve korelasyon katsayisi

Standart Regresyon denklemi Korelasyon

madde (y=ax+b) katsayisi (r2)
Gallik asit y=53588x+85076 0.9999
(-)-GC y=5925,5x-30890 0.9998
Theobromine y=54735x-12310 1.0000
(+H)-C y=14595x-4459,9 0.9991
(-)-EGC y=4468,2x-15916 0.9998
(-)- EGCG y=23773x+13167 0.9996
(-)- EC y=14980x-6173,7 0,9996
Kafein y=47409x+23545 0.9998
GCG y=25192x-25586 0.9984
(-)-ECG y=36747x+2946,9 0.9999
(-)-CG y=12939x+195400 0.9993
TF-f y=33396x-8131,1 1.0000
TF-3,3’-DG y=26900x-102593 0.9984

*ave b,y =ax + b denklemindeki katsayilardir

Polifenolik maddeler ve kafein icin HPLC’de 260-280 nm dalga boyunda elde
edilen absorbans pik alanlari, kantitatif olarak belirlenmistir. Sonuclar mg/g kuru 6rnek

agirhig tizeriden hesaplanmistir.

Arastirma kapsamindaki cay Ornekleri HPLC (High Performance Liquid
Chromatography = Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) yontemiyle tespit edilen
fenolik asit ve flavonoid kompozisyonu bu bitki tiirleri i¢in literatiirde rapor edilen
standartlar kullanilarak belirlenmistir. Bu amagla 6rneklerin yiiriitiildiigii kosullarda
standartlar once bireysel olarak, daha sonra da karma halde yiiriitiilmiis ve verilen

tutulma zamanlar1 belirlenmistir (Cizelge 3.5).

Her bir bilesenin en yiiksek absorbans verdigi dalga boyu degisken oldugundan,
her bir bilesigi temsilen uygun 2 dalga boyunda okuma yapilmistir. Her bir fenolik
madde, standardinin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda degerlendirilmistir

(Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. Fenolik standartlarinin tutulma zamanlari ve ol¢iimiin yapildigi dalga

boylari
Pik No Standartlar Tutulma zamanlar Dalga boylar: (nm)
(dk.)
1 Gallik asit 597 280
2 (-)-GC 8.43 260
3 Teobromin 10.12 280
4 (+)-C 11.93 280
5 (-)-EGC 12.04 260
6 (-)- EGCG 14.60 280
7 (-)- EC 15.01 280
8 Kafein 15.41 280
9 GCG 16.53 280
10 (-)-ECG 17.37 280
11 (-)-CG 18.81 280
12 TF-f 26.98 260
13 TF-3,3’-DG 27.13 280

3.2.8. istatistiksel analizler

Tiim denemeler 2 tekerriirlii ve analizler paralelli olarak yiiriitiilmiistiir. Deneme
dort farkli ¢ay 6rnegi (2, 5, 7 ve yesil cay), iki sicaklik (90, 100°C) ve bes farkli siirede
(3, 8, 15, 20 ve 30 dk.) olmak flizere (4x2x5) faktoriyel olarak diizenlenmistir.
Aragtirmadan elde edilen sonuglar varyans analizine ve 6nemli bulunan ana varyasyon
kaynaklar1 ortalamalar1 Duncan Coklu Karsilastirma Testi’ne tabi tutulmustur. Duncan
testi, faktor ortalamalar1 arasindaki farki test etmek icin kullanilmistir (Diizgiines vd

1987).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Cay Orneklerinde Ekstrakt Verimi

Cay orneklerinin farkli sicaklik ve siirelerdeki ekstrakt verimi sonuglar1 Cizelge
4.1 ‘de verilmistir. Bu sonuglara gére 100°C’de ekstrakte edilen ¢aylarin ekstraksiyon
verimi sonuglarinin  90°C’de ektrakte edilenlere gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ayrica ¢ay Orneklerin de 3.dakikada ekstrakt verimi en azken 30.
dakikada ekstrakt veriminin en yiiksek oldugu belirlenmistir. En yiiksek ekstrakt verimi
yesil cay Orneginde belirlenirken en diisiik ekstrak verimi 5.simif ¢ay Orneginde

belirlenmistir.

Cay oOrneklerinin ekstrakt verimlerine ait varyans analiz sonuglart Cizelge
4.2’de, Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuclar ise Cizelge 4.3’de verilmistir.
Varyans analiz sonuglari, ekstrakt verimi iizerine c¢ay sinifi, ekstraksiyon sicaklik ve
stiresinin, siif x sicaklik interaksiyonunun oOnemli diizeyde (P<0.01) etkisinin
oldugunu gostermistir. Bunun disinda siif x siire, sicaklik x siire, sinif x sicaklik x siire
ikili ve uglii interaksiyonlarininin ekstrak verimi {izerinde farkli (P<0.05) bir etki

yapmadig tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1. 90°C ve 100 °C’de ekstrakte edilen ¢ay drneklerinin ekstraksiyon verimleri (%) (N=4)

90°C 100°C
Cay Sinifi 2 5 7 Yesil Cay 2 5 7 Yesil Cay
Siire(dk.)
3 25,11+ 2,37 19,84+1,56 26,64+ 0,53 25,57 1,13 28,34+3,81 25,51+1,37 28,20+ 1,68 31,86+ 0,28
8 30,31+ 1,62 22,92+0,15 27,06+ 0,89 31,01+ 0,27 31,28+ 1,96 30,09+ 1,18 33,33+ 0,94 36,56+ 0,69
15 30,75+ 3,44 23,26+1,68 27,78+ 0,19 31,87+ 0,69 31,67+1,28 30,79+ 0,19 34,94+ 3,13 39,64+ 0,36
20 30,93+ 1,51 24,73+0,85 28,97+ 1,14 32,72+ 3,29 31,81+0,40 32,37+1,63 35,72+ 2,49 40,35+ 0,29
30 31,08+ 0,97 24,48+0,85 29,56+ 0,42 33,92+ 0,68 33,59+ 0,69 31,71+1,00 36,31+ 2,39 43,00+ 0,69
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Cizelge 4.2 Cay orneklerinin (2.s1n1f, 5.smif, 7.sinif ve yesil cay) ekstrakt verimine

ait varyans analiz sonuglart (X + SE)

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Smnif (C) 3 439.712530 3557
Sicaklik (S) 1 1253.978379 101.43"
Siire (T) 4 192.498637 1557
CxS 3 51.338450 415"
CxT 12 8.251735 0.67
SXT 4 12.033783 0.97
CxSxT 12 4.632632 0.37
Hata 120 12.362486

(") P<0.05 ve (") P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Cizelge 4.3. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilmis ¢ay oOrneklerinin (2.sinif,
S.siif, 7. smif, yesil cay) ekstrakt verimi ortalamalarma ait Duncan

Coklu Karsilastirma Testi sonuclari

Sicaklik 90°C 100°C
(N=80) 27.76°+0.49 33.36+0.61
Simif 2 5 7 Yesil Cay
(N=40) 30.16°+0.68 26.56°+ 0.730 30.85%+0.85 34.65°+0.86
Siire (dk.) 3 8 15 20 30
(N=32) 26.38°+0.82 30.62°+0.74 31.40%°+0.99 31.62°+1.13 32.75°+0.97

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Cay orneklerinin ekstrakt verimi ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma
Testi sonuglart incelendiginde (Cizelge 4.3.) c¢ay smufi, ekstraksiyon sicaklik ve
stiresinin ekstrakt verimi ortalamalar1 {izerine o6nemli (P<0.05) etkisinin oldugu
belirlenmistir. 100°C’de suda ekstrakte edilen 6rneklerdeki ekstrakt veriminin 90°C’de
suda ekstrakte edilen Orneklerinkine kiyasla daha yiiksek oldugu, sicaklik artisiyla

birlikte ekstraksiyon verimi ortalamalarinda %20,17 artis oldugu goriilmektedir. Bu
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durum yiiksek sicaklikta ¢aydan deme gegen suda ¢oziinen bilesiklerin artmasindan
kaynaklanmaktadir (Suteerapataranon vd 2008). Cay Ornekleri arasinda en yliksek
ekstraksiyon verimi yesil cayda bulunurken, siyah c¢ay smiflar1 arasinda bir
degerlendirme yapildiginda 2. ve 7. smif caylar arasinda ekstrak verimi agisindan
onemli farklilik (P<0.05) olmadigi, en diisiik ekstraksiyon veriminin ise 5. siif ¢ayda
oldugu belirlenmistir. Daha onceki boliimlerde de aciklandigi gibi Tirkiye’de cay
hasadinda diinya genelinde yaygin olarak uygulanan 2.5 yaprak standardina uyum
giiclikleri vardir. Hasatin elle toplama yerine makasla yapilmasi, yapraklara ve
cayliklara yapilan bakim, budama ve giibreleme gibi islemlerin ekstraksiyon verimi
tizerine etkileri vardir. Ayrica siirglin verme kabileyetini kaybetmis ¢ayliklardan
toplanan ¢aylarmn da ekstraksiyon verimleri diisiiktiir (Ozdemir 1992). Cay
fabrikalarinda siniflandirma kalite ve partikiil biiytlikliigli esasina dayanmaktadir. 5 nolu
cay yukarida agiklanan ham maddenin standart dis1 kisimlarin1 daha yiiksek oranda
igeren bir ¢cay sinifidir. Bu nedenle “kiricidan gegen” cay siniflar1 arasindadir ve 2 nolu
caya gore daha diisiik kaliteli bir ¢aydir. Kiricidan gegen caylar 4,5 ve 6 nolu siniflardir.
Zaten 5 nolu ¢ay bunlar1 temsilen denemeye alinmistir. Ekstrakt veriminin disiikliiglide
hammadde kalitesinden kaynaklanmaktadir. 2 nolu ¢ay ise tiretim sirasinda ve 6zellikle
kivirma asamasinda siirgiiniin daha taze kisimlarinin kolayca pargalanmasindan elde
edilen 1,2 ve 3 nolu “imalat kirig1” caylar1 temsil etmektedir. Bu nedenle 2 nolu c¢ay
filizlerinin taze ve korpe kisimlar1 daha yiiksek orandadir. Cay filizlerinin geng ve taze
kisimlarinda fenolik bilesikler ve diger suda ¢oziinen bilesikler daha yiiksek oranda
bulunurken, seliiloz oram ise daha diisiiktiir (Ozdemir 1992). Biitiin bunlar 2 nolu ¢ayin
ekstrakt veriminin 5 nolu ¢aydan daha yiiksek olmasinin temel nedenidir. 2 ve 5 nolu
caylar partikiil buyiikliikleri ayni olan ¢aylardir. 7 nolu cay Orneklerinin ekstrakt
veriminlerinin daha yiiksek olmasinin temel nedeni ise bu sif g¢aylarin partikiil
boyutlarinin daha kiigiik, dolayisiyla ekstraksiyon yiizey alaninin fazlaligi ve partikiil
boyutunun kiigiik olmasidir (Ozdemir 1992, 2006). Bu degerlendirmeler bundan sonraki
boliimlerde ele alinacak biitlin sonuglar lizerinde etkili olan parametreler olacaktir.
Siirenin etkisine bakildiginda ise 3.dk da ekstrakte edilen cayin ekstraksiyon veriminin
en diisiik, 30. dakikada ekstrakte edilen ¢aylarin ise en yiiksek ekstraksiyon verimine
sahip oldugu goriilmiistiir. Ekstraksiyon verimi 3. dakikadan 30. dakikaya kadar siirenin

etkisiyle %24,14 artmistir. Bunun %19,84’°lik kismimnin ilk 15 dakikada geriye kalan
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%4,30’nin ise 15. dakikadan sonra artig1 belirlenmistir. Bu sonuglara gore ekstraksiyon
sicakliginin ¢cok 6nemli oldugu ve 6zellikle 15. ve 20. dakikalarin bu agidan en kritik
ekstraksiyon (demleme) siireleri oldugu agikca goriilmektedir. Bu sonugclar i¢in yapilan

degerlendirmeler diger analizler i¢in de gecerlidir.
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Sekil 4.1. Farkli siif ¢aylarin ekstraksiyon verimlerinin ekstraksiyon sicakligina baglh

degisimi

4.2. Cay Orneklerinin Toplam Fenolik Madde Icerigi

Farkli siire ve sicakliklarda ekstrakte edilen ¢aylara ait toplam fenolik madde
icerigi Cizelge 4.4’de verilmistir. Bu sonuglara gére 100°C’de ekstrakte edilen caylarin
fenolik madde icergi 90°C’de ekstrakde edilen caylara gore daha yiiksek oldugu
belirlenmigtir. Cizelge 4.4’¢ bakildiginda sonuglarin 25,63-122,35 mg/g arasinda
degistigi goriilmektedir. En yiiksek toplam fenolik madde miktar1 100°C’de 30 dk.
ekstrakte edilen yesil ¢ayda belirlenirken en diisiik fenolik madde miktar1 90°C’de 3 dk.

ekstrakte edilen 5. sinif ¢cayda belirlenmistir.

Cay orneklerinin fenolik madde igerigine ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.5’de, Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglart ise Cizelge 4.6’da verilmistir.
Varyans analiz sonuglaria gore toplam fenolik madde miktari iizerine ekstraksiyon siire
ve sicakliginin, ¢ay sinifinin ve simif x sicaklik, sinif x siire, sinif x sicaklik x siire ikili

ve liclii interaksiyolarinin 6nemli diizeyde (P<0.01) etkisinin oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.4. 90°C ve 100 °C’de ekstrakte edilen ¢ay drneklerinin toplam fenolik madde igerigi (mg/g) (X = SE, N=4)

90°C 100°C
Cay Sinifi 2 5 7 Yesil Cay 2 5 7 Yesil Cay
Siire (dk.)
3 30,18+3,07 25,63+ 0,54 33,99 £ 1,00 53,06+ 1,86 36,33+0,15 40,23+2,30 42,56+0,49 78,62+2,39
8 41,36+0,59 33,86+0,41 37,70 £ 1,39 66,49+ 1,92 55,29+ 0,49 52,84+0,97 54,39+1,94 99,65+1,81
15 42,33+1,60 35,47+ 0,13 40,40+ 0,17 68,30+ 1,28 61,99+0,35 61,87+0,77 55,49+1,06 114,96+0,35
20 47,00 £2,95 38,37 +0,75 41,66+ 1,29 72,32 +£2,32 63,34+0,16 60,97+1,36 58,52+1,36 116,61+0,66
30 58,55+2,74 43,52+ 0,81 45,95+ 0,65 74,78+ 1,78 65,53+ 0,49 62,00+1,77 62,13+1,12 122,35+1,10
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Cizelge 4.5 Cay orneklerinin (2.smif, 5.sinf, 7.simnif ve yesil cay)

madde igerigine ait varyans analiz sonuglar1 (X + SE)

toplam fenolik

Varyasyon Kaynaklar SD KO F
Smnif (C) 3 15329.11392 1604.11°
Sicaklik (S) 1 19377.72632 2027.78"
Siire (T) 4 2659.57358 278317
CxS 3 1413.35922 147.90”
CxT 12 90.21830 9.44"
SxT 4 236.68640 24.77"
CxSxT 12 86.28380 9.03"
Hata 120 9.55615

(") P<0.05 ve (") P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Cizelge 4.6. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilmis ¢ay Orneklerinin toplam fenolik

madde igerigi ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Sicakhk 90°C 100°C

(N=80) 46.56"+1.62 68.57+2.76

Sumf 2 5 7 Yesil Cay

(N=40) 49.96"+1.96 45.48°+2.03 48.02°+1.58 86.80° +3.76

Siire 3 8 15 20 30
(N=32) 42.58%42.87 56.70°:3.64 60.25°+4.08 61.57°+ 4.32 66.72°+4.18

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.
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Sekil 4.2. Farkl1 sinif ¢aylarin toplam fenolik madde miktarlarlarinin ekstraksiyon

sicakligina bagl degisimi
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Sekil 4.3. Farkli sinif ¢aylarin toplam fenolik madde miktarlarlarinin ekstraksiyon siiresine

bagli degisimi
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Sekil 4.4. Farkli siif ¢aylarin toplam fenolik madde miktarlarlarinin siire ve sicakliga bagl

degisimi
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Sekil 4.5. Caylarin toplam fenolik madde miktarlarlarinin sinif, siire ve sicakliga bagl

degisimi

Farkli ¢ay oOrneklerinin toplam fenolik madde miktar1 ortalamalarina ait Duncan
Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore (Cizelge 4.6.), caylarin toplam fenolik madde
iceriginin ¢ay sinifi, ekstraksiyon sicaklik ve siire faktorlerine bagl olarak énemli (P<0.05)
Olciide artis gosterdigi saptanmistir. Bu sonuglara gore 100°C’de ekstrakte edilen cay
orneklerinin toplam fenolik madde igeriginin 90°C’de ekstrakte edilen ¢aylara kiyasla daha
yiiksek bulundugu goriilmektedir. Nitekim tiim analiz edilen ¢aylarin toplam fenolik madde
miktar1 ortalamalarin degerlendirildiginde sicaklik farkindan dolay1 toplam fenolik madde
miktarinda % 47,27 artis oldugu goriilmektedir. Bu durum sicaklik ytikseldik¢e ¢aydan
deme gecen fenolik miktarindaki artigla ilgilidir. Elde edilen sonuclar diger calisma
sonuglart ile parelellik gostermektedir (Suteerapataranon vd 2008). Ayni ekstraksiyon
stiresinde 90°C ve 100°C sicakliklarda deme gegen toplam fenolik madde miktar1 asamali
olarak karsilastirildiginda ise ¢ay demlemede sicakligin ¢cok 6nemli oldugu gergegi ortaya

¢ikmaktadir.

Cizelge 4.6°da farkli sinif ¢aylarin toplam fenolik madde igerigine bakildiginda en
yiiksek igerigin yesil cayda oldugu bunu sirasiyla 2, 7, S.simif caylarin takip ettigi
belirlenmistir. Siyah ¢ay siniflari arasinda bir degerlendirme yapildiginda ise 2 nolu ¢ayin
en diisiik degere sahip 5 nolu ¢aydan %8,97 oraninda daha fazla toplam fenolik madde

miktarma sahip oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar, Ozdemir (2006) tarafindan elde edilen
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sonuglarla benzerlik gostermistir. Ayrica yapilan diger bir ¢caligmada yedi farkli sinifa ait
cay oOrneklerinin toplam fenolik madde diizeyleri karsilagtirildiginda en yiiksek toplam
fenolik madde igerigi 1., 2. ve 3. smif ¢aylarda saptanmis, bu caylar1 7. smif ¢aylar takip
etmistir. 4., 5. ve 6. sinif caylar ise daha diisiik diizeyde toplam fenolik madde igerdigi
belirlenmistir (Tirkmen 2007). Yesil ¢ay Orneklerinde toplam fenolik madde iceriginin
siyah cay Orneklerinden daha yiiksek olmasinin iki temel nedeni vardir. Bunlardan birincil
ve daha 6nemlisi yesil ¢ayin proseste oksidasyona firsat verilmemesi; buna bagli olarak da
fenolik madde analizinde uygulanan yontemle fenolik bilesiklerin teshis edilemeyen
kompleks bilesiklere (TR’ler gibi) doniismemis olmasidir. Ikinci neden ise Srneklerin
alindigr kurumun uygulamasindan kaynaklanmaktadir. Nitekim yesil cay {retiminde
kullanilan hammaddenin hasatina daha c¢ok dikkat edilmekte, 2.5 yaprak standardina
uyulmaktadir. Ureticiye kg basina daha yiiksek iicret denmesinin de nedeni budur. Sonug
olarak taze ve korpe siirgiin oraninin daha yiiksek oldugu hammadden elde edilen ¢ayin

fenolik bilesikler oran1 daha yiiksek olmaktadir.

Ayrica demleme siiresinin (3, 8, 15, 20, 30 dk.) ¢aylarin fenolik madde igerigi
tizerine etkisi incelendiginde en yliksek sonuclarin 30. dakikada en diisiik sonuglarin ise
3.dakikada demlenen ¢aylarda goriildiigii 15. ve 20. dakikalar arasinda 6nemli bir farklilik
(P<0.05 diizeyinde) olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica 3. dakika ile 30. dakika arasinda
%356,69 bir artis oldugu ancak bu toplam artisin % 41,50°sinin 15. dakikaya kadar
gergeklestigi belirlenmistir.

4.3. Cay Orneklerinin Toplam Flavonoid Madde Icerigi

Farkli siire ve sicakliklarda ekstrakte edilen g¢aylara ait toplam flavonoid madde
icerigi Cizelge 4.7°de verilmistir. Cizelgede verilen sonuglara gore cay oOrneklerinde
ekstraksiyon sicakligi ve siiresine gore toplam flavonoid madde miktarinin 7,46 ile 28,38

mg/g arasinda degistigi, en diisiik flavonoid miktarinin 5.sinif ¢ayda (90°C’de 3 dakika
ekstrakte edilen), en yiiksek flavonoid miktarinin ise yesil cayda (100°C’de 30 dakika
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ekstrakte edilen) oldugu belirlenmistir. Ayrica ¢ay gesitlerinin hepsinde 100°C’de ekstrakte
edilen caylarin toplam flavonoid miktar1 90°C’de ekstrakte edilen ¢aylardan daha yiiksektir.
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Cizelge 4.7. 90°C ve 100 °C’de ekstrakte edilen ¢ay orneklerinin toplam flavonoid madde igerigi (mg/g) (X + SE, N=4)

90°C 100°C
Cay Siifi 2 5 7 Yesil Cay 2 5 7 Yesil Cay
Siire (dk.)
3 9.61+0.04 7,46+0,40 9.91+0.45 14,34+0,26 9.90+0.40 9,84+0,70 11,08+0,87 22,89+0,65
8 11.82+0.03 8,42+0,41 11,78+1,04 19,21+0,92 14,22+ 0,32 13,54+0,22 13.70+0.20 24,69 £ 0,95
15 14.24+0.08 8,90+0,15 13,19+0,50 22,44+1,90 17.20+0.02 16,58+0,17 17,17£ 0,0 27,68+0,68
20 14.73+0.43 9,39+ 0,24 15,12+ 0,16 27,18+1,19 19.09+0.33 18,37+0,40 17,93+0,22 27,23+0,27
30 17.22+0.00 10,71+0,37 16,11 £0,64 28,25 +0,90 19.20+0.40 20,30+0,07 20.16+0.10 28,38+0,34

46



Cay oOrneklerinin toplam flavonoid madde miktar1 varyans analiz sonuglari
Cizelge 4.8’de, Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar ise Cizelge 4.9°da
verilmistir. Varyans analiz sonuglarina bakildiginda toplam flavonoid madde miktar1
iizerine ¢ay sinifi, ekstraksiyon sicaklik ve siiresinin ayrica simif x sicaklik, smif x
sicaklik x siire ikili ve ti¢lii interaksiyonlarinin énemli diizeyde (P<0.01) etkisinin
oldugu goriilmektedir. Ve sicaklik x siire interaksiyonlarinin ise (P<0.05) diizeyinde

onemli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.8. Cay orneklerinin (2.sinif, 5.smif, 7.sinif ve yesil ¢cay) toplam flavonoid

madde igerigine ait varyans analiz sonuglar1 (X £ SE)

Varyasyon Kaynaklar SD KO F
Sinif (C) 3 1115.543168 814.62"
Sicaklik (S) 1 626.337774 457.38"
Siire (T) 4 337.817306 246.69"
CxS 3 38.686660 28.25"
CxT 12 2.957529 2.16°
SxT 4 3.631395 2.65
CxSXT 12 16.419100 11.99”
Hata 120 1369401

(") P<0.05 ve (") P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.

47



Cizelge 4.9. Farkli sicaklik ve siirelerde Ekstrakte Edilmis cay Orneklerinin toplam

flavonoid madde igerigi ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi

sonuglar1
Sicaklik 90°C 100°C
(N=80) 14.50°+0.66 18.46*+0.62
Simif 2 5 7 Yesil Cay
(N= 40) 14.72°40.53 12.35%0.701 14.62°+0.51 2423+ 0.74
Siire (dk.) 3 8 15 20 30
(N=32) 11.88°+0.83 14.67°+0.87 17.18°£0.99 18.63%+1.03 20.04°£1.01

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.
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Sekil 4.6. Farkli siif caylarin toplam flavonoid madde miktarlarlarinin ekstraksiyon
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Sekil 4.7. Farkli siif caylarin toplam flavonoid madde miktarlarlarinin ekstraksiyon

siiresine bagl degisimi
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Sekil 4.8. Farkli sinif ¢aylarin toplam flavonoid madde miktarlarlarinin siire ve sicakliga
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Sekil 4.9. Caylarin toplam flavonoid madde miktarlarlarinin sinif, siire ve sicakliga bagl

degisimi

Farkli cay orneklerinin toplam flavonoid madde miktar1 ortalamalarina ait Duncan
Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore (Cizelge 4.9.), caylarin toplam flavonoid madde
icerigi ekstraksiyon siire ve sicakligi, ¢ay simifi faktorlerine bagl olarak dénemli (P<0.05)
Olciide degisim gosterdigi saptanmustir. Cizelge 4.9. incelendiginde 100°C’de ekstrakte
edilen ¢aylarin toplam flavonoid madde miktarinin 90°C’de ekstrakte edilen caylara gore
onemli derecede (P<0.05) artig gosterdigi belirlenmistir. Tiim analiz edilen ¢aylarin toplam
flavonoid madde miktar1 ortalamalar1 degerlendirildiginde sicaklik farkinda

ekstrakte olan toplam toplam flavonoid madde miktarinda % 27,31 artis oldugu
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goriilmektedir. Ayrica farkli ¢ay siniflarinda toplam flavonoid madde miktar1 yine énemli
diizeyde farklilik gostermistir. Bu sonuglara gore en yiiksek toplam flavonoid madde
miktar1 yesil ¢cayda, en diisiik deger ise 5.smif ¢ayda bulunmustur. 2. ve 7. sinif ¢aylarda ise
toplam flavonoid madde miktarinda (P<0.05) 6nemli diizeyde farklilik olmadigi sonucuna
varilmistir. Ayrica siyah cay siniflar1 arasinda bir degerlendirme yapildiginda ise 2 nolu
cayin en diisiik degere sahip 5 nolu caydan %19,19 oraninda fazla toplam flavonoid madde
miktarina sahip oldugu goriilmektedir. Farkli ekstraksiyon siirelerinin ise toplam flavonoid
madde miktar1 {izerine 6nemli diizeyde etkisi oldugu belirlenmistir. Siire agisindan durum
degerlendirildiginde ise 3. dakika ile 30. dakika arasinda %68,69 bir artis oldugu ancak bu
toplam artigin %44,61’inin 15. dakikaya kadar gerceklestigi belirlenmistir.

4.4. Cay Orneklerinin Antioksidan Aktiviteleri

Cay orneklerinin antioksidan aktivitesi 6rneklerin DPPH radikalini siiptiriicii etkileri
degerlendirilerek hesaplanmistir. Buna gére DPPH radikalinin %50’sinin inhibisyonu ig¢in
gerekli madde konsantrasyonu olarak tanimlan ICsy degerleri Cizelge 4.10°da verilmistir.
Kararli bir serbest radikal olan DPPH, antioksidan maddelerden elektron ve hidrojen
radikallerini kabul ederek, kararli molekiillere doniismektedirler. Antioksidan maddelerin,
DPPH iizerindeki serbest radikal indirgeme kapasiteleri, dlgiilen absorbanstaki diisiisle
kendini gostermektedir Serbest radikal siipiiriicii etki sonuglar1 30 dakika icerisinde
DPPH’1n %50 sini siipiirdiigli konsantrasyon olarak (ICsg) hesaplanmigtir. Diisiik 1Csg
degeri yiiksek antioksidan etkiyi gostermektedir (Tunalier vd 2004). Cizelge 4.10.
incelendigine ICsy degerinin 90°C’de daha yiiksek 100°C’de daha diisik oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglara gore 100°C’de ekstrakte edilen ¢ay orneklerinin antioksidant
aktivitelerinin daha yliksek oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica ekstraksiyon siiresi artik¢a

antioksidan aktiviteninde artig gosterdigi tespit edilmistir.
Arastirma kapsaminda, analiz edilen ¢ay orneklerinin ICsy degerlerine ait varyans

analiz sonuclari Cizelge 4.11°de ortalamlarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi

sonuglar1 Cizelge 4.12°de verilmistir. Sonuglar incelendiginde siyah ¢ayin ICsy degerleinin
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0,69-1,78 mg/g DPPH, vyesil caym ise 0,22-1,03 mg/g DPPH arasinda degistigi

belirlenmistir.
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Cizelge 4.10. 90°C ve 100 °C’de ekstrakte edilen ¢ay drneklerinin ICsy degerleri (mg/mg DPPH)

90°C 100°C
Cay Siifi 2 5 7 Yesil Cay 2 5 7 Yesil Cay
Siire(dk.)
3 1,78+ 0,48 1,95+ 0,07 1,53+ 0,06 1,03+ 0,34 1,47+ 0,06 1,62+ 0,08 1,28+ 0,21 0,65+ 0,06
8 1,39+ 0,00 1,69+ 0,09 1,32+ 0,25 0,99+ 0,17 1,01+ 0,01 1,15+ 0,05 1,08+ 0,21 0,52+ 0,05
15 1,26+ 0,02 1,35+ 0,29 1,18+ 0,08 0,74+ 0,02 0,99+ 0,03 1,02+ 0,07 0,81+ 0,04 0,32+ 0,02
20 1,19+ 0,11 1,34+ 0,13 1,02+ 0,00 0,45+ 0,64 0,94+ 0,14 0,85 + 0,04 0,76+ 0,01 0,25+ 0,00
30 1,09+ 0,04 1,21+ 0,08 0,97+ 0,11 0,39+ 0,03 0,90+ 0,03 0,85+ 0,07 0,69+ 0,03 0,22+ 0,00
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Cizelge 4.11°deki varyans analiz sonuglarma gore, caylarin 1Csy degerleri
tizerine c¢ay sinifi, ekstraksiyon sicaklik ve siiresinin, (P<0.01) diizeyinde onemli
oldugu goriilmektedir. Sif x sicaklik, sinif x siire, sicaklik x siire ve siif x sicaklik x
stire ikili ve ig¢lii interaksiyonlarmin ise bu deger lizerinde 6nemli bir etkisinin

olmadig1 belirlenmistir

Cizelge 4.11. Cay 6rneklerinin (2.s1n1f, 5.sinif, 7.s1if ve yesil cay) tiirlerinin ICs

degerlerine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F
Sinif (C) 3 2.20885427 3734
Sicaklik (S) 1 2.11153922 35.69"
Siire (T) 4 0.91214974 15.427
CxS 3 0.01938252 0.33
CxT 12 0.03414565 0.58
SxT 4 0.02019010 0.34
CxSxT 12 0.02411075 0.41
Hata 40 0.05916168

() P<0.05 ve () P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Cizelge 4.12. Farkli sicaklik ve siirelerde Ekstrakte Edilmis cay orneklerinin ICso degerleri

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Sicakhk 90°C 100°C
(N=80) 1.20%+ 0.07 0.87°+0.06
Simif 2 5 7 Yesil Cay
(N=40) 1.20*+ 0.07 1.31% 0.08 1.07°+ 0.06 0.56°+ 0.08
Siire (dk.) 3 8 15 20 30
(N=32) 1.42%+ 0.11 1.10° 0.09 0.91°+0.09 0.93°£0.10 0.81°£0.08

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.
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Farkli cay Orneklerinin ICsy degerlerine ait ortalamalarina ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglarina gore (Cizelge 4.12.), caylarin ICsy degerleri iizerine sicaklik
ve c¢ay sinifi faktdrlerine bagli olarak énemli (P<0.05) 6l¢iide etkili olmustur. Bu sonuglara
gore 100°C’de ekstrakte edilen ¢ay orneklerinin ICsy degerlerinin 90°C’de ekstrakte edilen
caylara kiyasla daha diisiik bulundugu goriilmektedir. 100°C’de esktrakte edilen c¢aylarin
radikal yakalama kapasiteleri 90°C’de ekstrakte edilen caylarin radikal yakalama
kapasitelerine gore %37,93 artmistir. Bu sonug bize sicaklik artisiyla birlikte antioksidan
aktivitenin de arttigini1 gostermektedir. Nitekim Venditti vd (2009), tarafindan yapilan bir
caligmada sicaklik artisi ile birikte siyah, yesil ve oolong cayda antioksidant aktivitenin
artigini ortaya konulmustur. Ayrica Langley-Evans (2000), tarafindan yapilan bir ¢aligmada
diyetle alinan antioksidanlarin % 35-45’inin ¢ay flavonoidlerinden kaynaklandigini,

demleme sirasinda sicaklik arttikca deme gegen antioksidan miktarinin arttigini bildirmistir.

Ayrica farkli simif gaylarin ICsy deger ortalmalarina bakildiginda (Cizegle 4.12.) en
diistik ICso degerinin 0.56 mg/mg DPPH ile yesil ¢ay, en yiiksek ise 1.31 mg/mg DPPH ile
5.sinif ¢ay oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonuglara bakildiginda en yiiksek antioksidant
aktivitenin yesil cayda en diigiik ise 5. sinif ¢ayda oldugu anlagilmaktadir. Cay siniflari
arasinda bir degerlendirme yapildiginda ise antioksidan aktivitesi en yiiksek olan yesil
cayin en diisiik degere sahip 5 nolu caydan %133,93 oranida fazla antioksidan aktivitye
sahip oldugu goriilmektedir. Tosun ve Karadeniz (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada
yesil cayin icerdigi yiiksek flavanoller nedeniyle, siyah ¢ayin ise flavanol igerigi yaninda
enzimatik oksidasyon asamasinda olusan sekonder fenolik maddeler nedeniyle yiiksek

antioksidan aktiviye sahip oldugu rapor edilmistir.

Farkli ekstrakiyon siirelerinin antioksidant aktivitesi {izerine etkisine bakildiginda
(Cizelge 4.12.) en diisiik ICs, deger ortalamalar1 3.dakikada ekstrakte edilen ¢aylarda ortaya
cikarken, 15.dakikadan sonra sabitlendigi ve 15, 20 ve 30. dakikalarda (P<0.05) bu deger
acisindan onemli bir fark gézlenmemistir. Sonuglar degerlendirildiginde 3. dakika ile 30.
dakika arasinda %75,30 bir artis oldugu ancak bu toplam artisin %56,04 {iniin 15. dakikaya
kadar gerceklestigi belirlenmistir. Halihazirdaki bu calismada elde edilen bu sonug olduk¢a
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dikkat ¢ekicidir. Bilindigi iizere ticari ¢aylarin paketlerinin iizerinde genellikle en az 15
dakika siire ile demleme tavsiye edilmektedir. Antioksidan aktivite agisindan bakildiginda
onerilen bu demleme siiresinin optimum bir siire oldugu, cay i¢imi ile viicuda alinan
antioksidatif etkiye sahip bilesiklerin 15 dakika demlenen c¢ayda maksimuma yakin
diizeyde alinabilcegini gostermektedir. Ancak Tiirk tipi ¢ay demleme yontemi goz Oniine
alindiginda, hazirlanan cay1 tiiketene kadar gecen siire icinde de antioksidan aktivite
acisindan bir kayip olmadig1 da goriilmektedir. Yesil ¢cay uygun kosullarda hazirlandiginda
C vitamini saglayabilmektedir. Giinliik i¢ilen 5 fincan (her fincan 180-200 mL) yesil ¢cayin

insanin C vitamini gereksiniminin % 25-30'unu karsilayabilmektedir (Baysal 2005).

4.5. Orneklerin fenolik ve flavonoid madde bilesenlerinin belirlenmesi

Daha o6nceki boliimlerde (Kurumsal Bilgiler ve Kaynak Taramalar1) agiklandigi gibi
cayin i¢ecek olarak kullanilmasinda etkili bilesikler fenolik bilesikler ve bir alkaloid olan
kafeindir. Fenolik bilesiklerden olup flavanoller olarak adlandirilan katesinler ¢ayin gerek
icim kalitesini olusturmada, gerekse antioksidan aktivite gostermek agisindan en Snemli

bilesiklerdir.

Farkli sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen caylarin katesin kompozisyonu
Cizelge 4.13°de, gallik asit, teobromin ve kafein miktarlar1 Cizelge 4.30’da, teaflavin ve
teaflavin-3-3’digallat miktarlar1 Cizelge 4.37°de verilmistir. Cizelge 4.13 incelendiginde
100°C’de ekstrakte edilen caylarin katesin miktarlarinin 90°C’de ekstakte edilenlere gore
daha yiiksek bulunmustur. Bu durum sicaklik artistyla birlikte caydan deme gegen katesin
miktarindaki artisla agiklanabilir (Suteerapataranon 2009).

Cizelge 4.13’de farkl siire ve sicakliklarda ekstrakte edilen siyah ¢ay Orneklerinde
belirlenen (-)-GC, (+)-C, (-)-EGC, (-)- EGCQG, (-)- EC, (-)-ECG, (-)-CG miktarlar1 sirastyla
0,68-7,23 mg/g, 2,65-4,50 mg/g, 2,57-14,45 mg/g, 0,73-3,47 mg/g, 1,97-5,35 mg/g, 0,29-
1,27 mg/g, 0,07-1,49 mg/g olarak belirlenmistir. Tiirkmen (2007), tarafindan farkli sinif
caylarda yapilan bir ¢calismada EGCG (0.25-3.16 mg/g) ve ECG (0.16-2.54 mg/g) olarak
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tespit edilmistir. Calismamizda siyah ¢ay orneklerinde GCG tespit edilememistir. Benzer
sekilde Wang vd (2000), Cin’de iiretilen Keemun siyah ¢ayinda katesinlerden GCG, CG’1
belirleyememislerdir. Diger taraftan, katesinler pH, sicaklik ve oksijen gibi cevresel

faktorlere karsi farkli stabilite gostermektedir. (Wang and Helliwell 2000).

Yesil cayda ise (-)-GC, (+)-C, (-)-EGC, (-)- EGCQG, (-)- EC, GCG, (-)-ECG, (-)-CG
sirastyla 2,67-12,21 mg/g, 5,76-13,61 mg/g, 5,72-9,60 mg/g, 25,64-47,59 mg/g, 4,23-6,95
mg/g, 3,11-24,17 mg/g, 6,36-12,35 mg/g, 2,38-12,80 mg/g olarak tespit edilmistir. Elde
ettigimiz sonuglar Lee and Ong (2000)’un, yesil ve siyah ¢ay Orneklerinde katesinlerin
HPLC ile analizinde elde edilen sonuclari ile paralellik gostermektedir. Ayrica sonuglar
incelendiginde yesil ¢aydaki katesin miktarlar1 siyah ¢ay orneklerinin katesin miktrarindan
daha yiiksek bulunmustur. Bunun nedeni siyah ¢ay iiretiminde oksidasyon siiresince taze
yesil ¢ay yapraginda bulunan kateginlerin biiyiik bir boliimiiniin enzimlerce katalizlenen
cesitli oksidasyon reaksiyonlarina katilarak okside olup TF ve TR’lere doniigsmesidir

(Obanda vd 2004, Gramza ve Korczak 2005).

Zuo vd (2002), tarafindan %80 metanolle ekstrakte edilen ¢aylarin incelendigi bir
calismada Meifoo yesil ¢ayinda (-)-EGC, (-)- EGCG, (-)- EC, (-)-ECG miktarlar1 kuru
agirlik lizerinden sirasyla 27,7 mg/g, 52,7 mg/g, 10,3 mg/g, 21,8 mg/g Shanghai yesil
cayinda ise 30,8 mg/g, 51,1mg/g, 7,25 mg/g, 11,3 mg/g olarak tespit edilirken Fujian siyah
cayda (-)-EGC, (-)- EGCQG, (-)- EC, (-)-ECG miktarlar1 kuru agirlik {izerinden sirasyla 5,71
mg/g, 3,79 mg/g, 1,36 mg/g, 4,45mg/g olarak bulunmustur.

Yao vd (2004)’nin Avusturalya’da yetisen ¢ay filizleri lizerine yaptig1 bir ¢aligmada
su ile ekstrakte edilen gaylarda kuru agirlik izerinden EGC, EC, EGCG, ECG miktarlar1
sirastyla 9,58 mg/g, 0,99 mg/g, 28,7 mg/g, 11,8 mg/g olarak tespit edilmistir.

Yao vd (2004), tarafindan taze ¢ay yapraklariin farkli ¢oziiciilerle ekstraksiyou ile

ilgili yapilan bir ¢alismada su ile ekstraksiyon edilen c¢aylarin EGC, EC, EGCG, ECG
bilesiklerinin sirastyla 9,58 mg/g, 0,99 mg/g, 28,7 mg/g, 11,8 bulunumustur.
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Ozdemir (2006) tarafindan farkli sinif caylar iizerine %80’lik metanol ¢dzeltisi
kullanilarak, 40°C’de 3 saat siireyle yapilan ekstraksiyon sonucu kuru madde iizerinden C,
EC, ECG, EGC, EGCG, GCG, CG miktarlar sirasiyla 0,110-0,285 g/100g, 0,230-0,410
g/100g, 0,370-0,650 g/100g, 0,605-0,890 g/100g, 0,635-1,195 g/100g, 0,030-0,050 g/100g,
0,020-0,035 g/100g olarak tespit edilmistir. Sonuglar bu ¢alismalarla paralellik
gostermektedir. Calismada elde edilen degerlerdeki farkliliklar ise yontem ve materyal

farkliliklarindan kaynaklanabilir.
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Cizelge 4.13. Farkl sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay 6rneklerinin katesin kompozisyonu (mg/g KM) (X+SE) (N=4)

Smif Sicaklk Siire GC C EGC EGCG EC GCG ECG CcG
(°C) (dk.)

3 3.09+0.01 3.14+0.04 6.262£0.16 1.23£0.40 3.48t0.08  te 0.29+0.03 0.07+0.00

8  3.47+0.07 3.21+0.24 8.16+2.24 1.93+0.25 3.5240.18  te 0.35+0.03 0.43%0.00

90 15 3.54+0.13 3.35+0.07 8.41+0.39 2.26+0.09 4284032  te 0.43+0.01 0.53+0.01

20 3.60:0.15 3.4140.23 9.36+0.71 2.49+0.23 4334001  te 0.45+0.15 0.64+0.07

2 30 4.23+0.21 3.57+0.18 9.5840.53 2.57+0.16 5154026  te 0.55+0.02 0.77+0.03

3 3.97+0.07 3.19+0.18 6.830.67 1.26+0.48 3.65£0.48  te 0.30+0.07 0.09+0.00

100 8  4.82+0.28 3.25+0.04 8.19+0.50 1.93+0.01 434+0.07  te 0.36+0.01 0.61+£0.27

15  5.04+0.37 3.4540.11 11.55£0.00  2.52+0.03 527+0.04  te 0.51+0.00 0.81+0.01

20 5.16+0.11 3.57+0.03 11.8940.87  2.61+0.41 535£0.10  te 0.52:£0.00 0.89+0.00

30 5.23+0.36 3.87+0.28 14.45¢1.16  2.65+0.12 5.6940.10  te 0.670.08 1.23+0.13

3 2.04+£0.25 2.71+0.27 4.68+0.06 0.86+0.03 3.13£0.10  te 0,69+0.03 0.37+0.00

8  236+0.10 2.8040.21 8.31£0.11 1.25+0.06 3714023 te 0.77+0.08 0.40+0.02

90 15 2.23+0.32 2.99+0.06 8.33+0.77 1.50£0.29 3.78+0.42  te 0.88+0.03 0.44+0.03

20 2.49+0.13 3.10+0.31 9.08+0.14 1.65+0.08 3.86£0.29  te 0.92+0.10 0.4620.05

S 30 2.89+0.53 3.15+0.22 9.10+0.04 1.69+0.21 4214030  te 1.10£0.05 0.48+0.07

3 3.11£0.23 3.61+0.44 7.10£0.36 2.16+0.10 426+0.19  te 0.70+0.10 0.45+0.05

100 8  3.20+0.39 3.86+0.21 8.39+0.33 2.69+0.00 445+0.09  te 0.73+0.12 0.52+0.09

15  3.39+0.88 3.86+0.03 8.93+0.39 2.8140.29 4.68+0.23  te 0.94+0.05 0.6040.09

20 3.45+0.30 3.92+0.22 9.1120.51 2.87+0.25 481+030  te 1.16:0.02 0.64+0.06

30 3.90+0.51 4.23+0.01 9.1840.56 3.2240.15 524+0.184  te 1.27+0.18 0.65+0.00

(Devami arkada)
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Smf Sicaklk Siire GC C EGC EGCG EC GCG ECG CG
©°C) (dk.)

3 0.68+0.01 2.65£0.07 2.57£0.07 1.30£0.62 1974037  te 0.32+0.01 0.400.02

8  1.03x021 3.5240.34 5.85+1.45 1.5040.10 27840.52  te 0.58+0.11 0.60+0.06

90 15 1.31£0.00 3.62+0.05 8.62+0.22 1.610.08 3334029  te 0.64+0.22 0.63%0.00

20 1.37£0.02 3.66+0.07 8.91+0.54 1.6940.15 336£0.26  te 0.7520.02 0.68+0.00

7 30 1.870.11 3.7120.13 11.6240.65  2.00+0.27 3.44+029  te 1.10+0.04 0.85+0.02

3 1224021 3382021 6.99+0.28 1.77£0.01 296£037  te 0.47£0.20 0432014

8 1274028 3.8140.39 6.06+0.50 1.8040.19 3194032 te 0.6120.17 0.63+0.01

100 15 13120.10 3.85:0.41 8.75:£0.43 2.07+0.27 335£0.06  te 0.78£0.00  0.710.02

20 1.36+0.28 416035 8.99+0.18 2.16:0.06 3.50£0.16  te 0.79+0.40 0.72+0.03

30 1.93+0.23 4.50+0.41 11.73£1.02  2.38+0.30 3.59+0.17  te 1.1120.04 1.49+0.20

3 2.67+0.26 5.76=1.75 5.7240.17 25645124 423:0.19  3.11£0.00 636038 2.38+0.16

8  4.65£0.20 8.4240.19 6.1120.55 34.75£0.80  5.07+0.34  5.71£0.32 8.49+0.21 3.77+0.08

00 15 5.69+0.25 8.66:0.21 6.84+0.24 38704036  5.51£024  8.06+0.14 9.70+0.03 5.29+0.04

20 5.85+0.02 9.30+0.29 7.20+0.05 38924021 5724005  8.57+0.10 9.14+0.10 5.80+0.28

e 30 7.90+0.25 11.54£0.50  7.95+0.44 39.7240.65  6.07+0.30  12.81€022  10.6120.22  7.63+£0.28

3 3.43£0.06 8,5820.42 630£022  38.13+0.17  5.84+0.02  3.85+0.06 8.7220.08 3.3720.16

8  5.57+0.35 9.630.22 7.21+0.32 44724113 6.55+0.17  8.25+0.48 10.65£0.28  5.57+0.30

100 15 8.78+0.09 13404023 7.68+0.68 4593141  6.68£0.08  13.724043  11.63+0.44  8.080.44

20 10.10£0.12  13.42+0.10  8.76+8.74 4759£0.67  6.79+0.06  18.49+0.12  12.37:0.07  10.35£0.17

30 122120150 13.610.14  9.60+0.10 48.49+0.65  6.97+031 24174027  12.45:021  12.80£0.29
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Arastirmada materyal olarak kullanilan farkli ¢ay 6rneklerinin (-)-GC miktarina ait
varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.14’de verilmistir. Buna gore siyah ¢aymn (-)-GC igerigi
tizerine siif, sicaklik, siire, simif x sicaklik, smif x siire, sicaklik x siire, simif x sicaklik x

stire ikili ve ti¢lii interaksiyonlariin etkisinin (P<0.01) 6nemli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.14. Farkli sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen cay orneklerinin (-)-GC

miktarina ait varyans analiz sonuglar1 (N=4)

Varyasyon GC
Kaynaklan SD KO F
Siif (C) 3 222.6586232 730.64"
Sicaklik (S) 1 51.5654486 169.217
Siire (T) 4 37.7232828 123.79™
CxS 3 11.6419826 38.20"
CxT 12 10.3154397 33.85"
SxT 4 2.1999206 722"
CxSXT 12 1.5635467 513"
Hata 120 0.304743

(") P<0.05 ve () P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.
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Sekil 4.10. Farkli simif caylarin (-)-GC miktarlarlarinin ekstraksiyon sicakligina bagl

degisimi
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Sekil 4.11. Farkli sinif ¢aylarin (-)-GC miktarlarlarinin ekstraksiyon siiresine bagli degisimi
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Sekil 4.12. Farkl sinif ¢aylarin (-)-GC miktarlarlarinin siire ve sicakliga bagli degisimi
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Sekil 4.13. Caylarin (-)-GC miktarlarlarinin sinif, siire ve sicakliga bagli degisimi
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Cay oOrneklerinin (-)-GC ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi
sonuglarina gore (Cizelge 4.15), ¢aylarin (-)-GC igeriginin sicaklik, sinif, siire faktorlerine
bagli olarak 6nemli (P<0.05) ol¢iide degisim gosterdigi saptanmistir. 100°C’de ekstrakte
edilen ¢ay orneklerindeki (-)-GC igerigi 4,57 mg/g degeri ile en yiiksek 90°C’de ekstrakte
edilen ¢ay oOrneklerinde ise 3,44 mg/g ile en diisik bulunmustur. 90°C’den 100°C’ye
geciste orneklerin (-)-GC igerigi %32,85 oraninda artmistir. Ayrica farkl sinif ¢aylarin (-)-
GC igerigine bakildiginda en yiiksek icerigin yesil ¢ayda en diisiik ise 7.sinif ¢ayda oldugu
saptanmustir. Farkli siirede ekstrakte edilen ¢aylarin ise en yliksek 30. dakikada ekstrakte
edilen cay en diisik ise 3. dakikada ekstrakte edilen ¢ayda (-)-GC igeriginin oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.15. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen cay smiflarinin (-)-GC

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Sicaklik 90°C 100°C
(N= 80) 3.44°+0.22 4.57*£0.34
Simf 2 5 7 Yesil Cay
(N= 40) 4.21°+0.17 2.90°+0.15 1.84%:0.07 6.68+0.46
Siire(dk.) 3 8 15 20 30
(N=32) 2.63°+0.21 3.429+0.30 4.030.44 4.42°+0.49 5.52°+0.61

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Cizelge 4.16’da farkli sicakliklarda ve siirelerde eksrakte edilen caylarin (+)-C
miktarlarina ait varyans analizi sonuglar1 verilmistir. Buna gore siyah ¢ayin katesin icerigi
izerine smif, sicaklik, siire, sinif x sicaklik, sinif x siire, simif x sicaklik x siire ikili ve li¢li
interaksiyonlarinin etkisinin (P<0.01) 6nemli oldugu goriilmektedir. Sicaklik x siire ikili

interaksiyonunun ise (P<0.05) diizeyinde 6nemli oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.16. Farkli sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay oOrneklerinin (+)-C

miktarina ait varyans analiz sonuglart (N=4)

Varyasyon C
Kaynaklan SD KO F
Siif (C) 3 453.405805 1812.77"
Sicaklik (S) 1 52.222056 208.79"
Siire (T) 4 17.224771 68.87"
CxS 3 16.345708 65.35"
CxT 12 7.122906 28.48"
SxT 4 0.870437 3.48
CxSxT 12 1.166762 466"
Hata 120 0.250118

() P<0.05 ve (") P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.
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Sekil 4.14. Farkli smif c¢aylarin (+)-C miktarlarlarinin ekstraksiyon sicakligina bagl

degisimi

63



14

12 H

o
= 10 /
£ 8 =2
z >
8 6 =5
=
£ 4 .__;.—;.— 7
() 2
E 0 T T T T 1 YC

3 8 15 20 30

Siire (dk.)

Sekil 4.15. Farkli sinif ¢aylarin (+)-C miktarlarlarinin ekstraksiyon siiresine bagli degisimi
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Sekil 4.16. Farkli sinif ¢aylarin (+)-C miktarlarlariin siire ve sicakliga bagli degisimi
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Sekil 4.17. Caylarin (+)-C miktarlarlarinin sinif; siire ve sicakliga bagli degisimi
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Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay orneklerinin (+)-C ortalamalarina
ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore (Cizelge 4.17), ¢aylarin (+)-C
iceriginin sicaklik, sinif, siire faktorlerine bagl olarak 6nemli (P<0.05) 6lgiide degisim
gosterdigi saptanmigstir. Sonuglara gore 100°C’de ekstrakte edilen g¢aylarn 90°C’de
ekstrakte edilenlere gore (+)-C iceriginin daha yiiksek ¢iktig1 goriilmektedir. Sicaklik
farkindan dolay1 ektstrakte olan (+)-C miktarinda % 24,95 oraninda artis oldugu
goriilmektedir. Cizelge 4.17°de cay oOrneklerinin (+)-C miktarinin siireye bagli olarak
onemli Olgiide farklilik oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara gore en yiiksek (+)-C igerigi
30. dakikada ekstakte edilen ¢ay orneklerinde ¢ikarken en diisiik (+)-C igerigi 3. dakikada
ekstrakte edilen ¢ay orneklerinde bulunmus, 3. dakika ile 30.dakika arasinda ekstrakte olan
(+)-C igeriginde %45,76 oraninda artis oldugu ancak toplam artisin %30,75’inin ilk 15
dakikaya kadar gerceklestigi belirlenmistir. Ayrica (+)-C igerigi en yiiksek 10.23 mg/g ile
yesil ¢ayda ¢ikmistir. Siyah ¢ay 6rneklerinde ise 2 nolu ve 5 nolu ¢aylar arasinda 6nemli bir

farklilik bulunmamustir.

Cizelge 4.17. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen c¢ay smiflarinin (+)-C

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Sicakhk 90°C 100°C
(N=80) 4.61°+0.29 5.76'+0.41
Simf 2 5 7 Yesil Cay
(N=40) 3.40°+0.05 3.42°40.10 3.69°+0.10 10.23%+0.41
Siire (dk.) 3 8 15 20 30
(N=32) 4.139+0.35 4.81°£0.45 5.40°+0.62 5.57°+0.63 6.02°+0.69

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Cizelge 4.18’de farkli sicakliklarda ve siirelerde eksrakte edilen ¢aylarin (-)-EGC
miktarlarina ait varyans analizi sonuglar1 verilmistir. Buna gore siyah ¢ayin (-)-EGC igerigi
tizerine sinif, sicaklik, siire, smif x siire, ikili interaksiyonunun etkisinin (P<0.01) 6nemli

oldugu, smif x sicaklik, sinif x sicaklik x siire ikili ve tiglii interaksiyonunun ise (P<0.05)
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seviyesinde onemli oldugu bulunmustur. Sicaklik x siire ikili interaksiyonunun ise dnemsiz

oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.18. Farkli sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay orneklerinin (-)-EGC

miktarina ait varyans analiz sonuglar1 (N=4)

Varyasyon EGC
Kaynaklan SD KO F
Smif (C) 3 31.5262095 19.35"
Sicaklik (S) 1 62.5529309 38.39"
Siire (T) 4 100.1882110 61.48"
CxS 3 4.6837621 2.87"
CxT 12 6.3831027 3.927
SXT 4 3.1801457 1.95
CxSxT 12 47988958 2.95
Hata 120 1.6294857

() P<0.05 ve (") P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.
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Sekil 4.18. Farkli sinif ¢aylarin (-)-EGC miktarlarlariin ekstraksiyon sicakligina bagl

degisimi
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Sekil 4.19. Farkli smif caylarin (-)-EGC miktarlarlarinin ekstraksiyon siiresine bagl
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Sekil 4.20. Caylarin (-)-EGC miktarlarlarinin sinif; siire ve sicakliga bagli degisimi

Cizelge 4.19°da verilen Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglarina gore farkl
sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen cay orneklerinin (-)-EGC igerigi sicaklik, smif, siire
faktorlerine bagli olarak Onemli (P<0.05) olgiide farklilik gostermistir. Sonuglara
bakildiginda 100°C’de ekstrakte edilen ¢ay orneklerini (-)-EGC miktar1 90°C’de ekstrakte
edilenlen ¢ay Orneklerine gore daha yiiksek bulunmus olup, sicaklik farkindan dolay1
ekstrakte olan (-)-EGC miktarinda %16,51 artis oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.19°da ¢ay
orneklerinin (-)-EGC miktarinin stireye bagl olarak 6nemli 6l¢iide degistigi goriilmektedir.
Bu sonugclara gore en diisiik (-)-EGC igerigi 3 dakika ekstakte edilen ¢ay orneklerinde en
yliksek (-)-EGC igerigi ise 30 dakika ekstrakte edilen ¢ay Orneklerinde bulunmustur.

Siirenin etkisiyle birlikte (-)-EGC miktar1 %79’luk bir artis gostermistir.
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Cizelge 4.19. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen cay siniflarinin (-)-EGC

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Sicakhk 90°C 100°C
(N= 80) 7.63+£0.26 8.89°+0.25
Simif 2 5 7 Yesil Cay
(N=40) 9.47°+0.46 8.22°+0.24 8.01°+0.45 7.34°£0.20
Siire(dk.) 3 8 15 20 30
(N=32) 5.81%£0.27 7.29+0.36 8.64°+0.26 9.16"£0.26 10.40°+0.40

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gésterir.

Cizelge 4.20°de farklh sicakliklarda ve siirelerde eksrakte edilen ¢aylarin (-)-EGCG
miktarlarina ait varyans analizi sonuglar1 verilmistir. Buna gore siyah ¢ayn (-)-EGCG
igeri8i lizerine smif, sicaklik, siire, sinif x sicaklik, siif x siire, sicaklik x stire, sinif x
sicaklik x stire ikili ve Tglii interaksiyonlarinin etkisinin (P<0.01) 6nemli oldugu

bulunmustur.
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Cizelge 4.20. Farkli sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay drneklerinin (-)-EGCG

miktarina ait varyans analiz sonuglar1 (N=4)

Varyasyon EGCG
Kaynaklar SD KO F
Sinif (C) 3 14324.70022 16324.8"
Sicaklik (S) 1 275.50076 313.97"
Siire (T) 4 65.81354 75.00"
CxS 3 162.96365 185.72"
CxT 12 36.92084 42.08"
SxT 4 3.91740 446"
CxSxT 12 431967 492"
Hata 120 0.87748

(") P<0.05 ve () P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.
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Sekil 4.21. Farkli sinif ¢aylarin (-)-EGCG miktarlarlarinin ekstraksiyon

degisimi
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Sekil 4.22. Farkli sinif ¢aylarin (-)-EGCG miktarlarlarinin ekstraksiyon siiresine bagli

degisimi
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Sekil 4.23. Farkli sinif ¢aylarin (-)-EGCG miktarlarlarinin siire ve sicakliga bagli degisimi
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Sekil 4.24. Caylarin (-)-EGCG miktarlarlarinin sinif; siire ve sicakliga bagl degisimi
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Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen c¢ay Orneklerinin (-)-EGCG
ortalamalarma ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglarma gore (Cizelge 4.21),
caylarin (-)-EGCG igeriginin sicaklik, sinif, siire faktorlerine bagl olarak 6nemli (P<0.05)
Olciide artis gosterdigi saptanmistir. Sonuglara gore 100°C’de ekstrakte edilen caylarin (-)-
EGCQG igerigi 90°C’de ekstrakte edilenlere gore daha yiiksek ¢ikmistir. Sicaklik farkindan
dolay1 ekstrakte olan (-)-EGCG miktar1 %25,89 artis oldugu goriilmektedir. Perva-Uzunalic
vd (20006), tarafindan yesil ¢ayda farkli ¢cozgenler ve farkli sicakliklarin major katesinler ve
kafein iizerine etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada sicaklik artisi ile birlikte toplam katesin

miktarinda artis oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.21°de ¢ay orneklerinin (-)-EGCG miktarin siireye bagh olarak énemli
Olciide artig gosterdigi goriilmektedir. Bu sonuclara gore en yiiksek (-)-EGCG igerigi 30.
dakikada ekstakte edilen cay orneklerinde ¢ikarken en diisiik (-)-EGCG igerigi 3. dakikada
ekstrakte edilen ¢ay Orneklerinde bulunmustur. Ayrica 3. dakika ile 30. dakika arasinda
%36,50 oraninda bir artis oldugu ancak toplam artisin %34,62’sinin 15. dakikaya kadar
gergeklestigi belirlenmistir. Cizelde 4.21°de (-)-EGCG ortalamalarina ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglar1 incelendiginde (-)-EGCG igeriginin en yiiksek 39,86 mg/g ile
yesil ¢cayda oldugu sonucuna varilmistir. Siyah c¢ay Ornekleri arasinda bir degerlendirme

yapildiginda ise (P<0.05) diizeyinde bir farklilik olmadigi goriilmektedir.

Cizelge 4.21. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen cay smniflarinin (-)-EGCG

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Sicaklik 90°C 100°C
(N= 80) 10.16°+1.68 12.79+2.05
Sumf 2 5 7 Yesil Cay
(N=40) 2.15°+0.10 2.07°+0.15 1.82°+0.08 39.86°+1.00
Siire(dk.) 3 8 15 20 30
(N=32) 9.04°+2.44 11.32°£2.98 12.17°43.14 12.50+3.22 12.34°+3.09

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.
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Cizelge 4.22’de farkli sicakliklarda ve siirelerde eksrakte edilen g¢aylarin (-)-EC
miktarlarina ait varyans analizi sonuglar1 verilmistir. Buna gdre siyah ¢ayin (-)-EC igerigi
iizerine smif, sicaklik, siire, simif x sicaklik ikili interaksiyonlarinin etkisinin (P<0.01)
onemli oldugu, sicaklik x siire, smmif x siire, smif x sicaklik x siire ikili ve gl

interaksiyonlarinin 6nemsiz oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.22. Farkli sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay orneklerinin (-)-EC

miktarina ait varyans analiz sonuglar1 (N=4)

Varyasyon EC
Kaynaklan SD KO F
Siif (C) 3 54.1579396 21257
Sicaklik (S) 1 27.4468549 107.73"
Siire (T) 4 8.3869566 32.92"
CxS 3 1.2744828 5.00"
CxT 12 0.3712910 1.46
SxT 4 0.0737549 0.29
CxSxT 12 0.2250492 0.88
Hata 120 0.2547749

(") P<0.05 ve () P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.
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Sekil 4.25. Farkli simif caylarin (-)-EC miktarlarlarinin ekstraksiyon sicakligina bagl

degisimi
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Cizelge 4.23°de verilen Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore farkl
sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay Orneklerinin (-)-EC igerigi sicaklik, sinif, siire
faktorlerine bagli olarak Onemli (P<0.05) olgiide farklilik gostermistir. Sonuglara
bakildiginda en yiiksek (-)-EC icerigi 4,86 mg/g ile 100°C’de ekstrakte edilen ¢aylarda
belirlenmistir. Sicaklik artisiyla birlikte (-)-EC igerigi %20,60 oraninda artmistir. Cizelge
4.23°de cay oOrneklerinin (-)-EC miktarinin siireye bagl olarak énemli (P<0.05) dlgiide
farklilik gosterdigi goriilmektedir. Siirenin etkisine bakildiginda ise en disiik (-)-EC
iceriginin 3 dakika ekstrakte edilen ¢ay Orneklerinde bulunurken, en yiiksek (-)-EC
iceriginin ise 30. dakikada ekstrakte edilen caylarda bulunmustur. Siirenin etkisiyle 3.
dakikadan 30. dakikaya (-)-EC igerigi %35,77 oraninda artmistir. Bunun % 24,93’liik kism1
ilk 15 dakikada gerceklesmistir. Farkli ¢ay oOrneklerinin (-)-EC igeriginin (P<0.05)
seviyesinde 6nemli oldugu, en yiiksek 5,94 mg/g ile yesil ¢ayda, en diisiik (-)-EC icerigi ise
3,12 mg/g ile 7.smif cayda belirlenmistir. Siyah cay simiflarinda bir degerlendirme
yapildiginda ise 2 nolu ¢ayin en diisiik degere sahip 7 nolu ¢aydan %9,29 oraninda (-)-EC

igerigine sahip oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.23. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen cay siiflarinin (-)-EC

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Sicakhk 90°C 100°C
(N= 80) 4.03"+0.12 4.86*+0.14
Simif 2 5 7 Yesil Cay
(N=40) 4.51°+0.13 4.22°40.11 3.12°+0.11 5.94+0.14
Siire(dk.) 3 8 15 20 30
(N=32) 3.69°+0.21 4.20°£0.22 4.61°+0.21 4.72°4+0.20 5.01°+0.23

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir
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Cizelge 4.24’de farkli sicakliklarda ve siirelerde eksrakte edilen g¢aylarin GCG
miktarlarina ait varyans analizi sonuglar verilmistir. Buna gore siyah caym GCG igerigi
iizerine sicaklik, siire, sicaklik x siire ikili interaksiyonlarinin etkisinin (P<0.01) 6nemli

oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.24. Farkli sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay orneklerinin GCG

varyans analiz sonuglar1 (N=4)

Varyasyon GCG
Kaynaklar: SD KO F
Smnif (C) 0 0.000000 -
Sicaklik (S) 1 365.135515 1295.49™
Siire (T) 0 1077.479577 955.72""
CxS 4 0.000000 -
CxT 0 0.000000 -
SxT 4 167.901129 148.93"
CxSxT 0 0.000000 -
Hata 30 0.281851

(") P<0.05 ve () P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.
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Sekil 4.26. Farkli sinif ¢aylarin GCG miktarlarlarinin siire ve sicakliga bagli degisimi
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Cizelge 4.25’de verilen Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore farkl
sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen cay Orneklerinin GCG igerigi sicaklik, siire
faktorlerine bagli olarak Onemli (P<0.05) Oolgiide farklilik gostermistir. Sonuglara
bakildiginda 100°C’de ekstrakte edilen caylarn 90°C’de ekstrakte edilenlere gére GCG
iceriginin daha yiiksek c¢iktig1 goriilmekle birlikte sicakligin etksiyle yesil cay drneklerinde
%78,95’lik bir artis olmustur. Cizelge 4.25’de cay orneklerinin GCG miktarinin siireye
bagli olarak 6nemli 6l¢iide degistigi goriillmektedir. Siirenin etkisine bakildiginda en diisiik

GCG igeriginin 3. dakika ekstrakte edilen cay orneklerinde ¢iktigi, en yiiksek ise 30.
dakikada ekstrakte edilen 6rneklerde ¢iktig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.25. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay siniflarinin GCG

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuclari

Sicakhk 90°C 100°C
(N=80) 7.65+0.74 13.69+1.65
Simif 2 5 7 Yesil Cay
(N=28) - - - 10.673£1.019
Siire(dk.) 3 8 15 20 30
(N=32) 3.48+0.141 6.98+0.550 10.89+1.09 13.53+1.877 18.49+2.153

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir

Cizelge 4.26°da farkli sicakliklarda ve siirelerde eksrakte edilen ¢aylarin (-)-ECG
miktarlarina ait varyans analizi sonuglar1 verilmistir. Buna gore siyah cayin (-)-ECG igerigi
uzerine smf, sicaklik, siire, smmf x sicaklik, simif x siire, sicaklik x siire ikili
interaksiyonlariin etkisinin (P<0.01) 6nemli oldugu buna karsin sicaklik x siire ve sinif x

stire x sicaklik ikili ve Giglii interaksiyonlarinin dnemsiz oldugu bulunmustur.
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Cizelge 4.26. Farkl sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay orneklerinin (-)-ECG

miktarina ait varyans analiz sonuglar1 (N=4)

Varyasyon CG
Kaynaklar SD KO F
Simif (C) 3 870.111248 9571.60
Sicaklik (S) 1 15.905684 174.97"
Siire (T) 4 8.902032 97.93"
CxS 3 12.493681 137.44"
CxT 12 3.882509 42717
SxT 4 0.071674 0.79
CxSxT 12 0.056239 0.62
Hata 120 0.090905

() P<0.05 ve (") P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.
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Sekil 4.27. Farkli sinif ¢aylarin (-)-ECG miktarlarlariin ekstraksiyon sicakligina bagl

degisimi

76



14

)
> 12 <

£ 10 fl -2
o ~ -5
X 6

€ 4 =T
o 2 4 -t

ml O T T T T 1 YC
- 3 8 15 20 30

Siire(dk.)

Sekil 4.28. Farkli smif caylarin (-)-ECG miktarlarlarinin ekstraksiyon siiresine bagl

degisimi
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Sekil 4.29. Farkl sinif ¢aylarin (-)-ECG miktarlarlarinin siire ve sicakliga bagl degisimi
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Sekil 4.30. Caylarin (-)-ECG miktarlarlarinin sinif; siire ve sicakliga bagli degisimi
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Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay 6rneklerinin (-)-ECG ortalamalarina
ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarna gore (Cizelge 4.27), caylarin (-)-ECG
iceriginin sicaklik, sinif, siire faktorlerine bagl olarak 6nemli (P<0.05) 6lgiide degisim
gosterdigi saptanmigtir. Sonuglara gore 100°C’de ekstrakte edilen ¢aylarin (-)-ECG igerigi
90°C’de ekstrakte edilenlen caylarin (-)-ECG igeriginden yiiksek bulunmustur. Sicaklik
artistyla birlikte %23,25’lik bir artis meydana gelmistir. Cizelge 4.27°de ¢ay orneklerinin
(-)-ECG miktarinin siireye bagl etkisi incelendiginde 3 dakikadan 30 dakikaya %61,88’lik
bir artis oldugu ancak bu toplam artisin %39,91°lik kismunin ilk 15 dakika yapilan
ekstraksiyon sonucu ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Ayrica (-)-ECG igerigi en yiiksek 10,01
mg/g ile yesil cayda, en diisiik ise 0,44 mg/g ile 2. sinif ¢ayda tespit edilmistir.

Cizelge 4.27. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen cay siniflarinin (-)-ECG

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Sicakhk 90°C 100°C
(N=80) 2.71°+0.35 3.34%+0.45
Simif 2 5 7 Yesil Cay
(N=8) 0.44%£0.02 0,92°+0.04 0.72°+0.05 10.01%+0.30
Siire (dk.) 3 8 15 20 30
(N=32) 2.23°+0.56 2.829+0.63 3.12°40.76 3.33%+0.80 3.61+0.67

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Cizelge 4.28°de farkli sicakliklarda ve siirelerde eksrakte edilen g¢aylarin (-)-CG
miktarlarina ait varyans analizi sonuglar1 verilmistir. Buna gore cay orneklerinin (-)-CG
iceri8i lizerine smif, sicaklik, siire, sinif x sicaklik, sinif x siire, sicaklik x siire ve smif x
siire x sicaklik ikili ve iclii interaksiyonlarinin etkisinin (P<0.01) onemli oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.28. Farkli sicakliklarda ve stirelerde ekstrakte edilen ¢ay orneklerinin (-)-CG

miktarina ait varyans analiz sonuglart (N=4)

Varyasyon CG
Kaynaklar SD KO F
Simif (C) 3 347.970696 4158.56
Sicaklik (S) 1 32.552928 389.04"
Siire (T) 4 24.703913 295.23"
CxS 3 20.788483 248.44"
CxT 12 14.141845 169.01°
SxT 4 2.323288 27.77"
CxSxT 12 1.398482 16.71"
Hata 120 0.083676

() P<0.05 ve () P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.
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Sekil 4.31. Farkli siif c¢aylarin (-)-CG miktarlarlarinin ekstraksiyon sicakliina bagh

degisimi
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Sekil 4.32. Farkli sinif ¢aylarin (-)-CG miktarlarlarinin ekstraksiyon siiresine bagli degisimi
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Sekil 4.33. Farkli sinif ¢aylarin (-)-CG miktarlarlarinin siire ve sicakliga bagli degisimi
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Sekil 4.34. Caylarin (-)-CG miktarlarlarinin sinif, siire ve sicakliga baglh degisimi
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Cizelge 4.29°da verilen Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore farkl
sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay Orneklerinin (-)-CG igerigi sicaklik, sinif, siire
faktorlerine bagli olarak Onemli (P<0.05) olgiide farklilik gostermistir. Sonuglara
bakildiginda 100°C’de ekstrakte edilen g¢aylarn (-)-CG igerigi 90°C’de ekstrakte edilen
caylara gore daha yiiksektir. Sicaklik artigiyla birlikte %55,21°1ik artis olmaktadir. Cizelge
4.29°da c¢ay oOrneklerinin (-)-CG miktar1 siireye bagli olarak onemli Olgiide farklilik
gostermektedir. Siire agisindan durum degerlendirildiginde en diisiik (-)-CG igerigi 3
dakika ekstrakte edilen cay orneklerinde bulunurken en yiiksek 30 dakika ekstrakte edilen
orneklerde bulunmustur. 3 dakika ekstrakte edilen ¢ay drneklerindeki (-)-CG igeriginin 30.
dakikaya kadar %241,05’luk artig gosterdigi belirlenmistir. Farkli ¢cay érneklerinin (-)-CG
iceriginin (P<0.05) seviyesinde onemli oldugu, en yiiksek 6,50 mg/g ile yesil ¢ayda, en
diisiik (-)-CG igeriginin ise 0,50 mg/g ile 5. smif ¢ayda oldugu belirlenmistir. Siyah ¢ay
ornekleri arasinda bir degerlendirme yapildiginda ise 7 nolu cayin en diisiik degere sahip 5

nolu ¢aydan %44 oraninda daha fazla (-)-CG igerigine sahip oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.29. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay siniflarinin (-)-CG

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Sicakhk 90°C 100°C
(N= 80) 1.63°+0.24 2.53%+0.40
Sif 2 5 7 Yesil Cay
(N=8) 0.61°+0.06 0.500.02 0.72°+0.05 6.50%+£0.49
Siire(dk.) 3 8 15 20 30
(N=32) 0.95°+0.20 1.57940.33 2.14°0.49 2.52°+0.61 3.24+0.76

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Farkli sicaklik ve stirelerde ekstrakte edilen cay orneklerine ait gallik asit, kafein,
teobromin miktarlar1 Cizelge 4.30’da verilmistir. Caylarin gallik asit miktarilar1 kuru agirlik
tizerinden siyah ve yesil cayda sirasiyla 0,64-3,11 mg/g, 0,51-0,95 mg/g arasinda
degismistir. Yang vd (2007), siyah cayda gallik asit miktar1 kuru agirlik tizerinden 1,28-
3,12 mg/g arasinda bulumustur. Yapilan bir diger calismada Meifoo ve Shanghai yesil
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caylarinda gallik asit icerigi kuru agirlik tizerinden 0,74 mg/g, 0.37 mg/g olarak bulunurken
Fujian siyah c¢ayda galik asit igerigi kuru agirlik iizerinden 2,06 mg/g olarak tespit
edilmistir (Zuo vd 2002).

Kuru agirlik tizerinden teobromin miktarlar1 siyah ve yesil ¢ayda sirasiyla 0,21-0,78
mg/g, yesil ¢ayda 1,11-1,50 mg/g arasinda belirlenmistir (Cizelge 4.30). Tiirkmen (2007),
farkli sinif siyah ¢aylarda yapilan ekstraksiyon sonucunda teobromin miktarini kuru agirlik
tizerinden 0.14-0.21 mg/g olarak tespit etmistir. Khanchi vd (2007), tarafindan ii¢ farkl
fran siyah caymnda yapilan bir caligmada ise cay yapraginda kuru agirlik iizerinden

teobromin miktar1 0.36-0.45 mg/g belirlenmistir.

Cizelge 4.30 incelendiginde kafein miktarlar1 kuru agirlik {izerinde siyah ve yesil
cayda sirasiyla 25,28-46,47 mg/g, 27,85- 30,70 mg/g arasinda degismistir. Tiirkmen (2007),
tarafindan farkli siif caylarda kivirma proseslerinin degisik hasat donemlerinin ¢ayin
fenolik madde ve alkaloid bilesimine etkisinin incelendigi bir ¢alismada kafein igerigi
17.51-26.26 mg/g, Khokhar and Magnusdottir (2002), 12 farkli siyah ¢ayda kafein icerigini
25-28 mg/g, Ozdemir (2006), 7 farkli simf Tiirk siyah ¢ayinda kuru agirlik iizerinden
1.505-2.490 g/100g diizeyinde belirlemislerdir. Bu sonuglarda bizim ¢aligmamiza gore daha
az kafein miktar1 belirlenmistir. Bunun nedeni suyun alkaloidler agisindan en etkili solvent
olmasidir (Tikmen, 2007). Khokhar ve Magnusdottir (2002), siyah caydan kafeinin
ekstrakte edilmesi i¢in en iyi solventin kaynar su oldugunu ve bunu sirasiyla % 80’lik
metanol ve % 70’lik etanoliin izledigini bildirmistir. Yang vd (2007), farkli demleme
metotlart ve depolamanin ¢aydaki kafein {izerine etkisinin arastirildigi c¢alismada ise su
kullanilarak yapilan ekstraksiyon sonucu kafein miktar1 28,16-45-42 mg/g arasinda
degismistir. Sonuglar bizim calismamizla paralellik gostermektedir. Perva-Uzunalic vd
(2006), yesil cayda kafein igerigi ortalama olarak kuru agirlik tizerinden 36 g/kg, fujian
siyah cayda ise kafein igergi ise 21,6 mg/g olarak bulunmustur. Yao vd (2004) yapilan bir
arastirmada Avusturalya’da yetisen cay filizlerinin kafein miktar1 29,2 mg/g olarak
bulunurken, yesil cay yapraginda yapilan bir arastirmada kafein igergi kuru agirlik

tizerinden ortalama 28,1 mg/g olarak bulunmustur (Suteerapataranon vd 2009).
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Arastirmamizda buldugumuz sonuclar bu ¢aligmalardan elde edilen sonuglarla paralellik
gostermektedir. Kafein, ¢cayda en fazla bulunan metilksantin bilesigidir ve ¢ay polifenolleri
ile ozellikle de teaflavinlerle kompleks olusturarak cayin tat 6zelliklerini olumlu yonde
etkilemektedir Daha 6nceden yapilmis calismalarda, ¢aylarin kafein miktarinin, mevsime,
toplama zamanina, cografik yerlesime ve toplama standardina bagli olarak degistigi, yesil
ve siyah caylarda kuru maddenin %1-5’1 oraninda kafein bulundugu bildirilmistir (Owuor

1992, Perva-Uzunalic vd 2006).
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Cizelge 4.30. Farkli sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay orneklerinin gallik asit

ve alkaloid madde kompozisyonu (mg/g KM) (X+SE) (N=4)

Sicakhk 90°C 100°C
Smif  Siire Gallik Asit  Teobromin Kafein Gallik Asit Teobromin Kafein
(dk.)

3 0.64+0.00 0.61+0.06 15.17+1.86 0.65+0.04 0.66+0.01 29.48+1.97

8 1.19+0.31 0.72+0.00 25.17+1.85 1.33+0.26 0.75+0.01 32.76+2.04

2 15 2.10+0.00 0.73+0.03 32.67+0.94 2.76+0.00 0.73+0.00 37.04+0.33
20 2.34+0.00 0.75+0.02 33.51+1.59 3.26+0.00 0.78+0.00 38.18+1.59

30 3.11+0.07 0.78+0.02 38.59+2.34 3.7740.31 0.79+0.00 41.67+2.06

3 0.65+0.01 0.30+0.03 17.90+0.45 1.13+0.06 0.6140.05 28.75+0.47

8 1.06+0.02 0.43+0.04 20.97+0.20 2.10+0.00 0.66+0.05 32.93+2.55

> 15 1.38+0.23 0.48+0.06 24.54+2.20 3.00+0.03 0.75+0.02 33.22+1.74
20 1.67+0.13 0.50+0.05 25.23+0.95 3.19+0.02 0.78+0.00 35.96+0.18

30 1.57+0.06 0.52+0.02 26.43+1.43 3.24+0.10 0.81+0.01 37.78+0.54

3 0.70£0.01 0.21+0.00 19.62+0.78 1.1240.02 0.42+0.04 28.86+1.42

8 1.03+0.02 0.44+0.07 24.12+0.74 1.26+0.20 0.45+0.05 36.06£1.16

7 15 1.28+0.07 0.48+0.01 27.15+1.28 1.22+0.05 0.54+0.01 38.33+0.07
20 1.49+0.15 0.55+0.03 28.03+0.07 1.51+0.11 0.59+0.00 39.31+0.21

30 2.1740.15 0.57+0.03 28.95+0.27 2.35+0.08 0.62+0.02 40.65+2.86

3 0.5140.0 1.11+0.05 23.26+0.64 0.65+0.02 1.30+0.03 27.85+0.09

8 0.64+0.02 1.33£0.03 26.33+0.37 0.79+0.04 1.34+0.06 29.17+0.63

Y€ 15 0.74£001 1358002  2625:0.02  1.00+0.01 1.3720.04 28.76+0.90
20 0.75+0.00 1.37+0.04 24.17+0.17 1.07+0.01 1.41£0.01 30.24+0.09

30 0.95+0.06 1.39+0.04 26.75+0.59 1.26+0.02 1.50+0.06 30.70+0.30
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Arastirmada materyal olarak kullanilan farkli ¢cay drneklerinin gallik asit miktarina
ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.31°de goriilmektedir. Buna gore siyah ¢ayim gallik
asit igerigi tizerine sinif, sicaklik, siire, sinif x sicaklik, sinif x siire, sicaklik x siire, sinif x

sicaklik x siire ikili ve ig¢lii interaksiyonlarinin etkisinin (P<0.01) onemli oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.31. Farkli sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay orneklerinin gallik asit

miktarina ait varyans analiz sonuglar1 (N=4)

Varyasyon Gallik Asit
Kaynaklari SD KO F
Smif (C) 3 12.94523332 258.00°
Sicaklik (S) 1 11.43671016 227.93"
Siire (T) 4 11.77622656 234.70"
CxS 3 2.56692435 51.16™
CxT 12 1.52173686 30.33"
SxT 4 0.31592115 6.30"
CxSxT 12 0.19209695 3.83"
Hata 120 0.0501757

(") P<0.05 ve (") P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.
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Sekil 4.35. Farkli simif ¢aylarin gallik asit miktarlarlarinin ekstraksiyon sicakligina baglh

degisimi
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Sekil 4.36. Farkli smif caylarin gallik asit miktarlarlarinin ekstraksiyon siiresine bagl

degisimi
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Sekil 4.37. Farkli sinif ¢aylarin gallik asit miktarlarlarinin siire ve sicakliga bagli degisimi

Gallik asit miktari (mg/g)

90°C 100°C
Sinif/Sicakhik

Sekil 4.38. Caylarin gallik asit miktarlarlarinin sinif, siire ve sicakliga baglh degisimi
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Cay oOrneklerinin gallik asit miktar1 ortamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma
Testi sonuglar (Cizege 4.32), orneklerin gallik asit i¢eriginin sicaklik, siire ve sinifa bagl
olarak (P<0.05) odlciide degistigi ve 100°C’de ekstrakte edilen ¢ay Orneklerin en yiiksek
gallik asit miktarina sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica ¢cay 6rneklerinim 90°C’de 1,30 mg/g
olan gallik asit igerigi %40,77 oraninda artarak 100°C’de 1,83 mg/g seviyesine ¢ikmistir.
Ayrica farkli cay orneklerine bakildiginda en yiiksek gallik asit miktarinin 2.sinif ¢ayda en
diisiik gallik asit miktarinin ise yesil ¢ayda oldugu belirlenmistir. Siire agisindan durum
degerlendirildiginde ise en yiiksek gallik asit miktarinin 30. dakika ekstrakte edilen c¢ay
orneklerinde en diisiik gallik asit miktarinin ise 3. dakika ekstrakte edilen ¢ay 6rneklerinde
tespit edilmistir. Deme gecen gallik asit igerigi lizerine ekstraksiyon siiresinin etkisi

(P<0.05) seviyesinde énemli bulunmustur.

Cizelge 4.32. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay siniflarinin gallik asit

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi Sonuglari

Sicakhk 90°C 100°C
(N= 80) 1.30°+0.07 1.83%0.11
Simif 2 5 7 Yesil Cay
(N= 40) 2.12°+0.17 1.90°+0.14 1.41%0.08 0.84°+0.03
Siire(dk.) 3 8 15 20 30
(N=32) 0.76°+0.04 1.17%+0.09 1.69°+0.14 1.92°+0.16 2.30°+0.17

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir

Farkli ¢ay orneklerinin teobromin miktarina ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge
4.33’de verilmistir. Buna gore siyah cayin teobromin igerigi lizerine siif, sicaklik, siire,
smif x sicaklik ve sicaklik x siire ikili interaksiyonun (P<0.01) diizeyinde etkili oldugu
goriiliirken siif x siire, sinif x sicaklik x siire ikili ve ili¢lii interaksiyonlarmnin etkisinin

(P<0.05) diizeyinde 6nemsiz oldugu gortilmiistiir.
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Cizelge 4.33. Farkli sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay drneklerinin Teobromin

miktarina ait varyans analiz sonuglar1 (N=4)

Varyasyon Teobromin
Kaynaklan SD KO F
Simif (C) 3 6.16618123 960.08"
Sicaklik (S) 1 0.54842923 85.39"
Siire (T) 4 0.19182368 29.87"
CxS 3 0.12111224 18.86"
CxT 12 0.00608932 0.95
SxT 4 0.02859169 445"
CxSxT 12 0.00662048 1.03
Hata 120 0.00642259

() P<0.05 ve () P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.
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Sekil 4.39. Farkli sinif caylarin Teobromin miktarlarlarinin ekstraksiyon sicakligina bagl

degisimi
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Teoromin miktari (mg/g)

m90°C
m 100°C
3 8 15 20 30

Sure (dk.)

Sekil 4.40. Farkli sinif ¢aylarin Teobromin miktarlarlarinin siire ve sicakliga baglh degisimi

Farkl1 sicaklik ve siirelerde ekstarakte edilen gaylarin teobromin ortalamalarina ait
Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.34’de verilmistir. Test sonuglarina
bakildiginda ¢ay sinifi, ekstraksiyon sicaklik ve siiresinin (P<0.05) 6nemli seviyede artig
gosterdigi saptanmustir. Sonuglara gore 100°C’de ekstrakte edilen c¢aylarn 90°C’de
ekstrakte edilenlere goére teobromin igeriginin daha yiliksek oldugu belirlenmis olup,
sicaklik farkindan dolay1 eksrtakte edilen teobromin miktarinda %16,44 artis oldugu
goriilmektedir. Cay smiflar1 arasinda bir degerlendirme yapildiginda ise en yiiksek
teobromin igerigi yesil ¢ayda belirlenmistir. Siyah caylar arasinda ise en yiiksek degere
sahip 2 nolu caym en diisiik degere sahip 7 nolu caydan % 48,98 oraninda daha fazla
teobromin igerigine sahip oldugu goriilmektedir. Ekstraksiyon siirenin teobromin igerigi
iizerine etkisine bakildiginda ise 3. dakika ile 30. dakika arasinda %29,36 oranininda artisin

%19,40°n1n 15. dakikaya kadar gerceklestigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.34. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen cay simniflarinin Teobromin

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1

Sicakhk 90°C 100°C
(N=80) 0.73+£0.04 0.85*+0.03
Simif 2 5 7 Yesil Cay
(N= 40) 0.73°+0.01 0.58°+0.02 0.49%+0.02 1.36°+£0.02
Siire (dk.) 3 8 15 20 30
(N=32) 0.67°£0.07 0.76°+0.06 0.80°+£0.06 0.84+0.06 0.87+0.06

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gésterir.

Cizelge 4.35°de farkli sicakliklarda ve siirelerde eksrakte edilen caylarin kafein
miktarlarina ait varyans analizi sonuglar1 verilmistir. Buna gore siyah ¢ayin kafein igerigi
tizerine smif, sicaklik, siire, simif x sicaklik ikili interaksiyonlarinin etkisinin (P<0.01)
onemli oldugu, sicaklik x siire, (simif x siire x sicaklik) ikili ve ti¢lii interaksiyonunun ise
(P<0.05) seviyesinde 6nemli oldugu bulunmustur. Ayrica Sinif x siireikili interaksiyonunun

ise onemsiz oldugu goriilmektedir
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Cizelge 4.35. Farkli sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay orneklerinin kafein

miktarina ait varyans analiz sonuglart (N=4)

Varyasyon Kafein
Kaynaklar SD KO F
Siif (C) 3 226.989690 8.87
Sicaklik (S) 1 2692.816674 105.217
Siire (T) 4 473.564376 18.50°
CxS 3 118.394963 4.63"
CxT 12 49.851775 1.95"
SXT 4 10.812011 0.42
CxSxT 12 13.320215 0.52
Hata 120 25.593779

() P<0.05 ve () P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.

o
@
£
g
= m90°C
£
< m 100°C
Q
(T
x 2 5 7 YC
Sinif

Sekil 4.41. Farkli sinif caylarmn kafein miktarlarlarinin ekstraksiyon sicakligina bagl

degisimi
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Sekil 4.42. Farkli sinif ¢aylarin kafein miktarlarlarinin ekstraksiyon siiresine bagli degisimi

Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay orneklerinin kafein ortalamalarina
ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore (Cizelge 4.36), ¢aylarin kafein
iceriginin sicaklik, sinif, siire faktorlerine bagl olarak 6nemli (P<0.05) 6lgiide degisim
gosterdigi saptanmistir. Tiim analiz edilen caylarin kafein miktar1 ortalamalari
degerlendirildiginde 100°C’de ekstrakte edilen c¢aylarin kafein igerigi 90°C’de ekstrakte
edilen ¢aylara gore daha yliksek bulunmustur. Sicaklik farkindan dolayr ekstrakte olan
kafein miktarinda %31,93 artis oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.36’daki ¢ay Orneklerinin
kafein miktarinin siireye bagl etkisi incelendiginde 3 dakikadan 30 dakikaya %42,24’liik
bir artis oldugu ancak bu toplam artisin %?29,88’lik kisminin ilk 15 dakika yapilan
ekstraksiyon sonucu ortaya ¢iktigr goriilmektedir. Ayrica kafein igerigi en yiiksek 32,42
mg/g ile 2. siif cayda, en diisiik ise 27,35 mg/g ile yesil cayda tespit edilmistir. 2 ve 7 nolu

orneklerde ise kafein igerikleri agisindan 6nemli bir degisim olmadig1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.36. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen c¢ay simiflarinin kafein

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1

Sicakhk 90°C 100°C
(N= 80) 25.68%+0.67 33.88%+0.79
Simif 2 5 7 Yesil Cay
(N= 40) 32.42%+1.49 28.24°+1.21 31.11%1.33 27.35%+0.39
Siire(dk.) 3 8 15 20 30
(N=32) 23.86%+1.18 28.44°+1.07 30.99°+1.09 31.67"+1.39 33.94%+1.40

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gésterir.

Farkli sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen c¢ay oOrneklerinin Tf-f, Tf-3-
3’digallat miktarlar1 Cizelge 4.37°de verilmistir. Bu sonuglara gore 2. sinif ¢cayda Tf-f, Tf-
3-3’digallat miktarlar1 sirasiyla 0,31-0,61 mg/g, 0,65-1,27 mg/g, 5. simf ¢ayda Tf, Tf-3-
3’digallat miktarlar1 sirastyla 0,19-1,13 mg/g, 0,61-1,37 mg/g, 7. simf ¢ayda Tt-f, Tf-3-
3’digallat miktarlar1 sirasiyla 0,18-0,44 mg/g, 0,58-1,18 mg/g arasinda degistigi
goriilmektedir. Ortalama olarak siyah c¢ay orneklerinde Tf-f, Tf-3-3’digallat miktarlar1 kuru

agirlik tizerinden sirasiyla 0,18-1,13 mg/g, 0,58-1,37 mg/g olarak belirlenmistir.

Nishimura vd (2007), tarafindan farkli siyah cay oOrnekleri (Assam, Earl Grey,
Ceylon, Darjeelin) iizerinde yapilan bir ¢calismada ¢ay ornekleri oda sicakliginda 50 mg %2
askorbik asit iceren 2 ml %50 etanolde ekstrakte edilmis ve ardinda UV dedektérde 280
nm’ de okuma yapilmistir. Assam ¢ayinda Tf-f, Tf-3-3’digallat miktarlar1 sirastyla 1,90
mg/g, 11,31 mg/g, Grey cayinda Tf-f, Tf-3-3°digallat miktarlar1 sirasiyla 1,86 mg/g, 3,79
mg/g, Ceylon cayinda Tf-f, Tf-3-3’digallat miktarlar1 sirasiyla 2,26 mg/g, 3,02 mg/g,
Darjeeling caymda Tf-f, Tf-3-3’digallat miktarlar sirasiyla 1,24 mg/g, 1,54 mg/g kuru cay
yapragi agirlig1 lizerinden verilmistir. Tlirkmen (2007), farkli sinif ¢aylarda farkli metanol
konsantrasyonlarinda kuru agirlik tizerinden Tf-f 2,55-3,16 mg/g, ve Tf-3,3’-digalla 3,69-
4,47 mg/g olarak belirlenmistir. Yine ayni caligmada su ile ekstraksiyon sonucu Tf-f

miktar1 kuru agirlik tizerinden 0,55 mg/g olarak tespit edilmistir. Bulunan sonuglar bizim
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calismamizda elde edilen sonuglarla paralellik gostermektedir. Ayrica farkl
konsantrasyonlar da metanol ve % 80 etanol kullanilarak yapilan ekstraksiyonlarda Tf-f Tf-
3-3” digallat miktarlar1 daha yiiksek bulunmustur. Yapilan bir ¢calismada farkli ¢oziiciiler
kullanilarak yapilan ekstraksiyon ve analizlerde TF’lerin ¢6ziinmesinde en etkili solventin
% 80’lik etanol oldugu belirlenmistir. Bunu sirasiyla % 80’lik metanol, saf metanol ve %
50’lik metanol izlemistir (Tiirkmen 2007). Ote yandan denemeye alinan ¢ayin dzellikleri,
partikiil boyutu da bu konu fizerinde etkilidir. Siyah ve yesil ¢ayda farkli ¢ozgenler
kullanilarak katesin, theaflavin ve alkaloidlerin incelendigi bir ¢alismada etonoliin suya
gore daha ¢ozgen bir madde oldugu belirlenmistir %80 etanol kullanilarak ekstrakte edilen
caylarda Tf-f Tf-3-3digallat miktarlar sirasiyla 2,3 mg/g, 3 mg/g, su kullanilarak ekstrakte
edilen ¢aylarda ise Tf-f, Tf-3-3’digallat miktarlar sirasiyla 0,1 mg/g, 0,5 mg/g olarak tespit
edilmistir. Suyla ekstrakte edildigindeki sonuglarla ¢alismamizda elde edilen sonuglar
paralellik gostermektedir (Friedman vd 2006). Bilindigi lizere taze cay yaprak, filiz ve
saplarinda bulunan katesinler kivirma esnasinda doku ve hiicrelerin par¢alanmasi ile okside
olurlar ve siyah ¢ayda bulunan en 6nemli oksidasyon tiriinleri TF’lerdir. TF’ler siyah ¢ayin
icim kalitesi lizerinde en 6nemli bilesiklerdendir. TF’ler oksidasyon siirecinin uzamasi ile
daha kompleks bilesikler olan TR’lere doniislir. Yapilan ¢alismalar TF’lerin ¢ay deminin
renginden, buruklugundan ve keskinliginden sorumlu olan bilesikler oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle tiretimde oksidasyon kosullar1 ve siiresi kontrol altinda
tutularak i¢im kalitesi yliksek cay iiretimi hedeflenir. Nitekim yiiksek fiyat olan ¢aylarin TF
icerikleri de yiiksektir. TF’ler oksidasyon {iriinii bilesikler olmasi neden ile yesil cayda

analiz edilmemislerdir.
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Cizelge 4.37. Farkl sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay 6rneklerinin TF-f, TF-3-
3’DG miktarlart (mg/g KM) (X£SE) (N=4)

Sicakhik 90°C 100°C
Simf Siire (dk.) TF-f TF-3-3’DG TF-f TF-3-3’DG
3 0.30+0.00 0.65+0.00 0.33+0.03 0.64+0.00
8 0.50+0.00 0.92+0.01 0.50+0.00 0.91+0.01
2 15 0.52+0.01 1.00+£0.02 0.57+0.02 1.02+0.02
20 0.55+0.01 1.10+£0.24 0.59+0.00 1.12+0.23
30 0.58+0.02 1.25+£0.01 0.61+0.07 1.27+£0.06
3 0.19+0.037 0.61+0.011 0.60+0.03 0.91£0.02
8 0.30+0.030 0.67+0.007 0.70+0.04 1.21£0.05
5 15 0.31+£0.004 0.80=0.090 0.81+0.01 1.31+£0.01
20 0.32+0.027 0.73£0.076 0.88+0.08 1.46+0.02
30 0.35+0.003 0.85+0.025 0.90+0.22 1.37+0.07
3 0.18+0.017 0.58+0.028 0.37+0.03 0.77+0.04
8 0.32+0.035 0.79+£0.026 0.39+0.05 0.82+0.06
7 15 0.38+0.031 0.83+0.023 0.41+0.03 0.87+0.00
20 0.40+0.024 0.85+0.107 0.44+0.01 0.88+0.04
30 0.40+0.037 1.02+0.033 0.47 +0.0 1.18+0.07

Cizelge 4.38’de ¢ay orneklerinde teaflavin ve teaflavin-3-3’digallat miktarlarina ait
varyans analizi sonuglar1 verilmistir. Sonuglara gore cay Orneklerinde teaflavin igerigi
tizerine smif sicaklik, siire, siif x sicaklik ikili interaksiyonlarinin etkisinin (P<0.01)
onemli oldugu, smif x siire, sicaklik x silire, simif x slire x sicaklik ikili ve tgli

interaksiyonlarinin énemsiz oldugu belirlenmistir.

Cay orneklerinde teaflavin-3-3’digallat icerigi lizerine smif, sicaklik, siire, smif x
sicaklik ikili interaksiyonlarinin etkisinin (P<0.01) 06nemli oldugu, simf x siire ikili
interaksiyonunun ise (P<0.05) diizeyinde 6nemli oldugu bulunurken, sicaklik x siire, ve

smif x siire x sicaklik ikili ve Gi¢lii interaksiyonlarinin 6nemsiz oldugu sonucuna varilmaistir.
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Cizelge 4.38. Farkli sicakliklarda ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay orneklerinin TF, TF-3-

3’DG miktarina ait varyans analiz sonuglar1 (N=4)

Varyasyon TF TF-3-3’ DG
Kaynaklari SD KO F SD KO F
Simf (C) 2 0.37405076  33.15 2 0.26688385  11.70"
Sicaklik (S) 1 1.38919025 123.13" 1 1.36024467  59.64
Siire (T) 4 0.23727599 21.03" 4 0.68953505  30.23"
CxS 2 0.78860059  69.90" 2 0.73230673  32.11°°
CxT 8 0.01404448  1.24 8 0.04670191 2.05"
SXT 4 0.01606665  1.42 4 0.01713363 0.75
CxSxT 8 0.02143879  1.90 8 0.02029690 0.89
Hata 90  0.01128241 90 0.02280623
() P<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.
1
E 0,8
g g:i ®90°C
£ 02 - = 100°C
o
e

5
Sinif

Sekil 4.43. Farkli sinif ¢aylarin TF miktarlarlarinin ekstraksiyon sicakligina bagh degisimi
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Sekil 4.44. Farkli sinif ¢aylarin TF-3-3’DG miktarlarlarinin ekstraksiyon sicakligina bagl
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Sekil 4.45. Farkli smif caylarin TF-3-3’DG miktarlarlariin ekstraksiyon siiresine bagl

degisimi

Cizelge 4.39°da verilen Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore farkl
sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen c¢ay Orneklerinin TF-f igerigi sicaklik, simif, siire
faktorlerine bagli olarak Onemli (P<0.05) olgiide farklilik gostermistir. Sonuglara
bakildiginda 100°C’de ekstrakte edilen c¢aylarin TF-f igeriginin 90°C’de ekstrakte
edilenlere gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Sicaklik artisiyla birlikte %59,46
oraninda bir artis olmaktadir. Cizelge 4.39°da cay 6rneklerinin TF-f miktarinin siireye bagl
olarak onemli Ol¢lide farklilik gostermektedir. Siirenin etkisine bakildiginda ise en diigiik
TF-f igeriginin 3 dakika ekstrakte edilen ¢ay 6rneklerinde oldugu en yiiksek ise 30 dakika
ekstrakte edilen ¢ay orneklerinde bulundugu belirlenmistir. 30 dakika ekstrakte edilen cay
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orneklerinin TF-f igerigi 3 dakika ekstrakte edilen ¢ay drneklerine gore %78,79 oraninda
daha fazladir. Farkli ¢ay Orneklerinin TF-f igeriginin (P<0.05) seviyesinde Onemlidir.
Ancak 2 nolu ve 7 nolu ¢aylar arasindan (P<0.05) degerinde bir artis olmamustir. En diisiik

TF-figerigi ise 0,38 mg/g ile 7. sinif ¢gayda oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.39. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen c¢ay smiflarinin TF-f

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Sicaklik 90°C 100°C
(N= 60) 0.37°+0.01 0.59+0.02
Simf 2 5 7
(N=40) 0.54+0.01 0.55*0.05 0.38°+0.01
Siire(dk.) 3 8 15 20 30
(N=24) 0.33%£0.03 0.45+0.03 0.50°+0.03 0.54™+0.04 0.59+0.06

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Cizelge 4.40’da verilen Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglarina gore farkl
sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay Orneklerinin TF-3,3’-DG igerigi sicaklik, sinif,
stire faktorlerine bagli olarak 6nemli (P<0.05) oOlglide farklilik gdstermistir. Sonuclara
bakildiginda 100°C’de ekstrakte edilen ¢aylarin 90°C’de ekstrakte edilen ¢aylara gore TF-
3,3’-DG igeriginin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Sicaklik artisiyla birlikte %25°lik
artis olmustur. Cizelge 4.40 incelendiginde ¢ay 6rneklerinin TF-3,3’-DG miktarinin siireye
bagli olarak 6nemli ol¢iide degistigini gdstermektedir. Siirenin etkisine bakildiginda en
diisiik TF-3,3’-DG igeriginin 3 dakika ekstrakte edilen ¢ay orneklerinde bulunmustur. En
yliksek TF-3,3°-DG igerigi ise 30 dakika ekstrakte edilen cay drneklerinde tespit edilmistir.
30 dakika ekstrakte edilen ¢ay oOrneklerinindeki TF-3,3’-DG igerigi 3 dakika ekstrakte
edilen caylara gore %65,71 oraninda artmustir. Farkli ¢ay orneklerinin TF-3,3’-DG
icerigine bakildiginda 2. ve 5. simf gaylarda (P<0.05) seviyesinde Onemli bir farklilik
olmadig1 belirlenirken en diisilk TF-3,3’-DG igerigine sahip 0,38 mg/g ile 7 nolu ¢ay

oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.40. Farkli sicaklik ve siirelerde ekstrakte edilen ¢ay siniflarinin TF-3,3’-DG

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuclari

Sicakhk 90°C 100°C
(N= 60) 0.84°+0.03 1.05%£0.03
Simif 2 5 7
(N=40) 0.99°+0.04 0.99°+0.05 0.85%+0.02
Siire(dk.) 3 8 15 20 30
(N=24) 0.70°£0.02 0.89°£0.03 0.97°+0.03 1.01°+0.07 1.16°£0.04

Degisik harfler ortalamalarin P<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir.
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5. SONUC

Arastirma, iki farkli sicaklik (90, 100°C) ve bes farkl siirede (3, 8, 15, 20. ve 30
dk.) ¢aydan deme gecen fenolik ve alkaloid madde miktarini belirlemek amaciyla
yapilmistir. Arastima kapsaminda Caykur’un 2010 Mayis 1.siirgiin donemine ait 3 farkli
siyah cay smifindan 2, 5 ve 7 ile ticari olarak piyasadan temin edilen yesil c¢ay

kullanilmistir. Aragtirmadan elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

Arastirmada sicakligin etkisine bakildiginda 100°C’de ekstrakte edilen cay
orneklerinin fenolik, flavonoid madde miktar1 ve bilsenlerinin 90°C’de ekstrakte edilen
caylara kiyasla daha yliksek oldugu ayni sekilde antioksidant aktivite ve ekstrakt veriminin
de sicaklik artisiyla birlikte artig gosterdigi goriilmektedir. Bunun nedeni ¢aydan deme
gecen madde miktarinin sicaklikla birlikte artmasindan kaynaklanmaktadir. Bununla
birlikte ¢ay Orneklerinin antioksidan aktiviteleri ile fenolik ve flavonoid madde igerigi

arasinda yliksek bir korelasyon oldugu goriilmektedir.

Farkl1 siirelerin etkisine bakildiginda ise en yiiksek fenolik, flavonoid madde miktar1
ve bilesenlerinin, antioksidan aktiviteni ve ekstrakt verimin 30 dakika ekstrakte edilen

caylarda bulunudugu en diisiik ise 3 dakika ekstrakte edilen ¢aylarda oldugu belirlenmistir.

Caym en onemli bilesiklerinden olan katesinler yesil cayda yiliksek miktarda
bulunurken, siyah cayda biiyiikk oranda azalmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni isleme
sirasinda bu maddelerin degisik oranlarda okside olarak theaflavin (TF), thearubiginlere

(TR) doniligmesidir.

Antioksidan aktivite bakildiginda en yiiksek yesil ¢ayda bulunurken, siyah ¢aylar

icersinde antioksidan aktivite en yiiksek 7 snif ¢ayda en diisiik 5 sinif ¢ayda belirlenmistir.

Ulkemizde siyah cay genelde 7 farkli sinifa ayrilmaktadir. Pazara sunulan caylar bu
caylarin farkli oranda pacgallaridir. Siniflandirmada kalite ve partikiil biyiikliigi esas

alinarak yapilmaktadir. Calismamiz da 2, 5 ve 7 nolu siyah ¢aylar kullanilmistir. Fenolik ve
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flavonoid madde ve bilesenleri agisindan en yiiksek 2. sinif ¢ayda bulunurken bunu
sirasiyla 7 ve 5 nolu ¢aylar izlemistir. 2 nolu ¢ayin imalat kirig1 cay olmasi dolayisiyla ¢ay

filizinin taze kisimlarindan elde edilmedi bunun nedenidir.

Cayin saglik agisindan 6nemli bir {iriin oldugu giderek daha ¢ok anlasilmaktadir.
Bu, cayin igerdigi fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Ancak bu bilesikler siyah ¢ay
iretimi esnasinda biiyiik oranda okside olmaktadir. Bu durum yesil c¢ayin Onemini

artirmaktadir.

Ayrica, aragtirma sonuglar1 Tiirk siyah ¢ayimnin en az 15 dakika siire ile demlenmesi
gerektigini, bu siire i¢inde aktif bilesiklerin biiyiik ¢cogunlugunun deme gegctigini, bdylece
Tiirk usiilii demleme yontemi ile maksimum diizeyde aktif bilesenlerden faydalanilabildigi

gorilmiistiir.

Calisma sonuglar1 cayda bulunan aktif bilesenlerin ekstraksiyon ozelliklerinin ve
kinetiklerinin tek tek arastirilmasi ihtiyacini da ortaya koymustur. Ayrica arastirma
sonuglar1 bu anlamda Tiirk ¢aylar ile ilgili elde edilen ilk veriler olmasi1 nedeniyle 6nem

tagimaktadir.
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7. EKLER
Ek 1. Cay 6rneklerinin 260 ve 280 nm’deki HPLC kromotogramlari

a) 2. smif ¢caym 100°C’de 15 dk. ekstrakte edilen

mALI
[EE0n 4nm (1,00
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280nm
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260nm

Pikler: 1. Gallik asit, 2. (-)-GC, 3. Teobromin, 4. (+)-C, 5. (--EGC, 6. (-)- EGCG, 7. (-)-
EC, 8. Kafein, 9. (-)-ECG, 10. (-)-CG, 11. TF-f, 12. TF-3,3’-DG
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b) 5. sinif ¢ayin 100°C’de 15 dk. ekstrakte edilen

4L
ErEFen e [1:00]

Pikler: 1. Gallik asit, 2. (-)-GC, 3. Teobromin, 4. (+)-C, 5. (--EGC, 6. (-)- EGCG, 7. (-)-
EC, 8. Kafein, 9. (-)-ECG, 10. (-)-CG, 11. TF-f, 12. TF-3,3’-DG

115



c) 7. sinif ¢caym 100°C’de 15 dk. ekstrakte edilen

AL
—FH0ren ren (1007

‘TN

TRE

Pikler: 1. Gallik asit, 2. (-)-GC, 3. Teobromin, 4. (+)-C, 5. (--EGC, 6. (-)- EGCG, 7. (-)-
EC, 8. Kafein, 9. (-)-ECG, 10. (-)-CG, 11. TF-f, 12. TF-3,3’-DG
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d) Yesil cayin 100°C’de 15 dk. ekstrakte edilen

mAU
1200 -J280nm 4nm (1.00)

1100

1000

= N

Pikler: 1. Gallik asit, 2. (-)-GC, 3. Teobromin, 4. (+)-C, 5. (-)-EGC, 6. (-)- EGCQG, 7. (-)-
EC, 8. Kafein, 9. GCG, 10. (-)-ECG, 11. (-)-CG,
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