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OZET: Bu calismada; farkl ekstraksiyon teknikleri, ¢ay: su oranlar1 ve ekstraksiyon siireleri kullanilarak
elde edilen Tiirk siyah ¢ay ekstraktlarina tannaz enzimi uygulanmasinin, ekstraktlarin fitokimyasal dzellikleri
iizerine olan etkisi arastirilmigtir. Bu amagla klasik ve ultrasonik ekstraksiyon yontemleri ile 30°C demleme
sicakhiginda, farkli ekstraksiyon siireleri (5, 10 ve 20 dakika) ve cay:su oranlar1 (1:100; 5:100; 10:100)
uygulanarak elde edilen ekstraktlar, tannaz enzimi ile muamele edilmistir. Calismada elde edilen ekstraktlarda
toplam fenolik madde, katesin ve kafein analizleri yapilmistir. Ekstraksiyon yontemleri birbiriyle
karsilastirildiginda; tim demleme siireleri ve ¢ay:su oranlarinda ultrasonik yontemle elde edilen siyah ¢ay
ekstraktlarmin toplam fenolik madde, kafein ve katesinlerinin miktarlarinin klasik ekstraksiyon yéntemine
gore genellikle daha fazla oldugu goriilmektedir. Ultrasonik ekstraksiyon yonteminin kullanilmasinin
ekstraktlarin fitokimyasal bilesik miktarlarinda 6nemli diizeyde artislar sagladig: tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler- Tannaz, fenolik madde, katesin, kafein, ekstraksiyon

Determination of Phytochemical Properties of Black Tea Extracts
Obtained by Applying Different Extraction Techniques at Low
Temperature

ABSTRACT: In this study, it was investigated the effect of tannase enzyme application on the phytochemical
qualities of Turkish black tea extracts that were obtained with different extraction techniques, tea:water ratios,
and extraction time. To achieve this, tannase enzyme was added to extracts made using traditional and
ultrasonic extraction techniques at brewing temperatures of 30°C, for different extraction times (5, 10, and 20
minutes), and different tea: water ratios (1:100, 5:100, and 10:100). The extracts obtained in the study were
analysed for total phenolic matter, catechin and caffeine. When the extraction methods are compared; it can
be observed that, at all brewing times and tea:water ratios, the amounts of total phenolic substances, caffeine,
and catechins of black tea extracts obtained by ultrasonic method are generally higher than the amounts of
these substances obtained by classical method. It was shown that the concentrations of phytochemical
compounds in the extracts increased significantly when the ultrasonic extraction method was used.

Keywords- Tannase, phenolic substance, catechin, caffeine, extraction

1. Giris

(ay; diinyada milyonlarca insan tarafindan her giin zevkle tiiketilen, giivenilir, ekonomik
ve toplumda yer edinmis, sudan sonra en ¢ok tercih edilen ikinci igecektir (Guo ve ark.,
2021). Bu durumun en 6nemli nedeni gayin rahatlatici, hafif uyarict ve ucuz bir igecek
olmasidir (Abdolmaleki, 2016). Ulkemiz diinya cay iiretiminde Cin, Hindistan, Kenya, Sri
Lanka ve Vietnam' dan sonra altinc1 sirada yer almaktadir (Yazici ve ark., 2023). Cayn tiim
diinyada ¢ok popiler ve keyif verici bir igecek olmasinin yami sira bilesimindeki gesitli

! Makale, Esra ESIN YUCEL’ in “Farkli Ekstraksiyon Uygulamalartyla Elde Edilen Siyah Cay Ekstraktlarmin Bazi
Ozelliklerinin Belirlenmesi ve Krema Olusumunun Azaltilmas1” baslikli doktora tezinin bir boliimiinden {iretilmistir.
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fenolik maddelerin varligi sayesinde antioksidan, antimikrobiyal ve antikanserojen
ozelliklere sahip oldugu bildirilmektedir (Zhang ve ark., 2019).

Herhangi bir karisimdan istenilen maddenin uygun bir ¢6ziicii yardimiyla ayrilmasi
islemine ekstraksiyon denir. Ekstraksiyon, kat1 veya s1vi herhangi bir maddenin bilesiminde
bulunan unsurun veya unsurlardan bir kisminin uygun bir ¢oziicii yardimi ile absorbe
edilerek ayrilmasi esasina dayanir (Anonim, 2011). Ekstrakte edilecek materyalin
ozelliklerine bagh olarak degismekle birlikte ekstraksiyon yontemleri klasik ekstraksiyon
yontemleri (soxhlet, maserasyon ve distilasyon) ve modern teknikler (ultrasonik
ekstraksiyon, wvurgulu elektrik, enzim destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli
ekstraksiyon, basingli sivi ekstraksiyonu, siiperkritik sivi ekstraksiyon) olarak ikiye
ayrilmaktadir (Azmir ve ark., 2013). Ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi, kullanilan
suyun kalitesi, su:¢ay orani, ¢cay parcacik boyutu, ekstraksiyon pH's1 ve ekstraksiyon sayisi
(tekli veya coklu ekstraksiyon), cay bilesenlerinin ekstraksiyon verimliligini dogrudan
etkileyen 6nemli faktorlerdir (Vuong ve ark., 2011).

Son yillarda, gidalarin 1s1l islemlerle dayandirilmasinda yiiksek sicakliklarin etkisiyle
gidanin yapisinda agiga ¢ikan olumsuzluklarin ortadan kaldirilmasi amaciyla "1s1l olmayan
yontemlerle" gidalarin muhafazasi 6nem kazanmistir. Isil olmayan alternatif
teknolojilerden biri de ultrasonik ses dalgalaridir (Uzuner, 2022). Ultrasonik ses
dalgalarinin uygulanmasi sirasinda olusan etki, s1vi iginde hava kabarciklarinin olusumu ile
sonuglanan mekanik etkidir. Bu islem sirasinda tiriinde ¢ok az bir sicaklik artis1 meydana
gelmekte ve bu nedenle sicakliktan kaynaklanan olumsuz etkiler Onemli oranda
azalmaktadir (Ulusoy ve Karakaya, 2011; Uzuner, 2022).

Tannaz (Tannin Agilhidrolaz (EC, 3.1.1.20)); hidrolize olabilen tanenlerin (tannik asit,
metil gallat, etil gallat, n-propil gallat ve izoamil gallat gibi) ve gallik asit esterlerinin ester
baglariin yikimini katalizleyen hidrolaz sinifi hiicre dist bir enzimdir. Tannaz, tannik
asidin ester baglaria etki ederek tannik asidi gallik asit ve glikoza hidrolize etmektedir
(Lekha ve Lonsane, 1997; Sar16zli ve ark., 2011). Tannaz, farkli uygulama alanlarina sahip
olmakla birlikte, enzimin endiistride en ¢ok kullanim alani ¢6ziinebilir ¢ay lretimidir.
Enzim; ¢ay katesinlerinin biyotransformasyonunu kolaylastirarak antioksidan 6zelliklerini
arttirmak ve krema olusumunu azaltarak, ¢ay iriinlerinin renk ve duyusal 6zelliklerini
iyilestirmek i¢in kullanilmaktadir (Simpson ve ark., 2001).

Bu calismada, farkl ekstraksiyon teknikleri, farkli ¢ay: su oranlari ve ekstraksiyon stireleri
kullanilarak elde edilen siyah ¢ay ekstraktlarina tannaz uygulanmasinin, ekstraktlarin
fitokimyasal 6zellikleri tizerine olan etkisi arastirilmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Calismada hammadde olarak kullanilan siyah cay; Caykur firmasinin Giineysu-Ulucami
Cay Fabrikas1 Midiirliigiinden (nevi ve tipi: 5(BOP2)) temin edilmistir. Calismada ¢oziicii
olarak distile (saf) su tercih edilmistir.

Calismada kullanilan tannaz enzimi (Aktivitesi 500 U/g veya daha yiiksek; optimum pH
5.0-5.5; optimum sicaklik 40°C) Kikkoman, Japonya firmasindan temin edilmistir.
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Belirlenen ¢ay:su oranlar i¢in (1:100, 5:100, 10:100) siyah ¢ay drneklerinden beherlere
(1000 mL) tartim yapildiktan sonra, 30°C demleme sicakligina uygun sekilde su ilavesi
yapilmis, yaklasik 30 sn boyunca iyice karistirilan ornekler klasik ve ultrasonik su
banyosunda farkli siirelerde (5, 10 ve 20 dakika) demlemeye birakilmistir. Siire sonunda
ornekler iki kat kaba filtre kagidindan siiziilerek ekstraktlar (IE= ilk ekstrakt) elde
edilmistir. Elde edilen ekstraktlar etekli santrifiij tiiplerine esit hacimlerde olacak sekilde
(40 ml) aktarilmis ve tizerlerine 1.25 U/g olacak diizeyde tannaz enzimi ¢dzeltisinden ilave
edilmistir. Enzim ilavesi yapilan 6rnekler enzimin optimum caligsma sicakligi olan 40°C de
1 saat su banyosunda bekletilmistir. Bir saatlik inkiibasyon siiresinden sonra drnekler 6nce
5 dakika boyunca bir 6n sogutma islemine tabi tutulmus, daha sonra krema olusumunun
hizlanmasi i¢in 2°C su banyosunda 2 saat boyunca bekletilmistir. Siire sonunda 6rneklerin
bulundugu tiipler -2°C de, 9000 rpm hizinda 20 dakika boyunca santrifiijlendikten sonra
berrak kisim ve krema kismi ayrilmistir. Tannaz ilavesi yapilan ekstraktlar TANNAZ
olarak belirtilirken, tannaz enzimi ilavesi yapilmayan ekstraktlar kontrol grubu (KNTRL)
olarak adlandirilmistir. Elde edilen berrak kisimda asagida belirtilen analizler yapilmaistir.

2.2. Calismada Uygulanan Analizler
Toplam Fenolik Madde Tayini

Siyah ¢ay orneklerinin ve ¢ay ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerigi, ISO 14502-1"e
gore yapilmistir. Standartlarla hazirlanan grafikten faydalanilarak 6rneklerin fenolik madde
miktar1 gallik asit esdegeri (g GAE/100 g kuru siyah cay) olarak ifade edilmistir (Anonim,
2005).

Siyah Cay Orneklerinin ve Cay Ekstraktlarimn Katesin Kompozisyonu ve Kafein
Miktarlarinin HPLC ile Belirlenmesi

Siyah ¢ay orneklerinin ve ¢ay ekstraktlarinin bireysel katesinlerin (Gallik asit (GA)(Sigma),
epigallokatesin (EGC)(Fluka), epikatesin (EC) (Sigma), epigallokatesingallat (EGCG)
(Merck), Gallokatesingallat (GCG) (Sigma), epikatesingallat (ECG) (Sigma) ve
katesingallat (CG) (Sigma)) ve kafeinin (Sigma) belirlenmesi HPLC cihazi kullanilarak
Liang ve ark. (2002) yonteminin modifiye edilmesiyle ger¢eklestirilmistir. Bu amagla
ekstraktlar 0.45um gozenek capina sahip membran filtreden siiziildiikten sonra HPLC
cihazina (Kolon: 5 pm, C18 (4.6mm x 250mm); Sicaklik: 25°C; Mobil faz A: TCA
(Trikloroasetik asit):ACN (Asetonitril): deionize su (%0.1 TCA; %5 ACN); Mobil faz B:
ACN: TCA (9%0.1 TCA); Dalga boyu: 280nm; Siire: 40 dakika; Dedektor: UV Perkin Elmer
(Series-200) Italya; Enjeksiyon hacmi: 20 pl) enjeksiyon yapilmistir. Sonuglarmn
hesaplanmasinda, c¢ay ekstraktarina ait kromatogramlardan elde edilen alanlar kullanilmig
ve olusturulan standart grafikten yararlanilmis olup, miktarlar mg/L olarak belirtilmistir.

istatistiksel Analizler

Bulgular, faktoriyel deneme planina gore varyans analizi yapildiktan sonra SPSS paket
programi kullanilarak uygulama ortalamalart Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore 0.05
giiven sinirinda degerlendirilmistir.
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3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Siyah Cay Ekstraktlarina Ait Toplam Fenolik Madde Miktarlari

Calismada farkli ekstraksiyon teknikleri, farkli ¢ay:su oranlari, farkli demleme siireleri
kullanilmasi1 ve tannaz ilave edilmesiyle elde edilen siyah ¢ay ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktar1 Sekil 1’de verilmistir. Klasik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ilk
ekstraktlarda toplam fenolik madde miktar1 0.95-1.83 g GAE/100 g kuru siyah cay
araliginda degisirken enzim uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) 6rneklerinde sirasiyla
0.98-1.82 ve 0.92-1.82 g GAE/100 g kuru siyah gay olarak belirlenmistir. Ultrasonik
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ilk ekstraktlarda toplam fenolik madde degerleri 1.30-
2.07 g GAE/100 g kuru siyah cay araliginda degisirken enzim uygulanmis ve
uygulanmamis (kontrol) 6rneklerinde sirastyla 1.32-2.28 ve 1.28-2.05 g GAE/100 g kuru
siyah ¢ay olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismada en yliksek toplam fenolik madde miktar1
ultrasonik ekstraksiyon yonteminde 1:100 ¢ay:su oraninda, 30°C’de 20 dakikalik demleme
kosullarinda 2.28 g GAE/100 g kuru siyah ¢ay degeri ile tannaz uygulanmis 6rneklerde elde
edilmistir. Bulgular incelendiginde demleme siirelerinin artmasi ile ekstraktlarin toplam
fenolik madde miktarlarinda artis oldugu ve bu miktarlar arasindaki farkliliklarin
istatistiksel olarak da dnemli (p<0.05) oldugu belirlenmistir.

Ekstraksiyon igslemindeki ¢ay oraninin artmasi ile tiim demleme stirelerinde toplam fenolik
madde miktarinda genellikle azalmalar meydana geldigi ve bu miktarsal farkliliklarin
istatistiksel olarak da 6nemli (p<<0.05) oldugu belirlenmistir. Ekstraksiyon isleminde ¢ay:su
oraninin artmasi ile diger bir deyisle ¢dzgen (su) oraninin azalmasi ile fenolik maddelerin
ekstrakta gecisinin azaldigi, mutlak anlamda ekstrakt veriminin diistiigii goriillmektedir.
Tiim ¢ay:su oranlar1 ve demleme siirelerinde enzim uygulanan orneklerin toplam fenolik
madde miktarlarinda kontrol 6rneklerine gore artislar meydana geldigi, miktarlar arasindaki
bu farkliliklarin genellikle istatistiksel olarak da 6nemli oldugu (p<0.05) goriilmiistiir.

Toplam Fenolik Madde (g GAE/100 g kuru siyah cay)
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1/100 5/100 10/100
EmKLASIK 5 dak 1,40 1,39 1,40 1,03 1,02 1,03 0,95 0,92 0,98
mKLASIK 10 dak 151 1,49 1,52 1,20 1,21 1,19 1,28 1,23 1,28
B KLASIK 20 dak 1,83 1,82 1,82 1,34 1,34 1,41 1,46 1,45 1,49

® ULTRASONIK 5 dak 1,79 1,72 1,89 1,47 1,41 1,45 1,30 1,28 1,32
®m ULTRASONIK 10 dak 2,03 2,00 2,04 1,78 1,70 1,80 151 1,49 1,53
mULTRASONIK 20 dak 2,07 2,05 2,28 1,77 1,78 1,87 1,64 1,68 1,70

Sekil 1. Siyah cay ekstraktlarinin toplam fenolik madde degerleri (g GAE/100 g kuru siyah cay)
Figure 1. Total phenolic values of black tea extracts (g GAE/100 g dry black tea)
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Ekstraksiyon yontemleri birbiriyle karsilagtirildiginda, tiim demleme siireleri ve g¢ay:su
oranlarinda ultrasonik yontemle elde edilen siyah c¢ay ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktarlariin klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarin fenolik madde
miktarlarindan daha fazla oldugu goriilmektedir.

Rusaczonek ve ark. (2010), yaptiklar1 ¢alismada 1:100 ¢ay:su oraninda kaynama
sicakligindaki su ile 5 dakikalik demleme sonucunda siyah c¢ayda toplam fenolik madde
miktarin1 112-151 mg GAE/g olarak belirtmislerdir. Hanay (2011), 5. nevi Tirk siyah
caylarinda 2.83:250 ¢ay:su orant kullanarak 90°C de 20 dakikalik demleme sonunda
ekstraktin toplam fenolik madde miktarin1 38.37+0.75 mg/g olarak buldugunu belirtirken,
ayni1 siirede 100°C demleme sonucunda 60.97+1.36 mg/g olarak buldugunu belirtmistir.

Yapilan calismalarda siyah cay ekstraktlarinin fenolik madde igeriklerinin birbirinden
farklilik gostermesinde, calismalarda kullanilan c¢aylarin ekstraksiyon yontem ve
kosullarinin farkli olmasinin etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

3.2. Siyah Cay Ekstraktlarinin Kafein ve Katesin Miktarlari

Calismada farkli ekstraksiyon teknikleri, farkli c¢ay:su oranlari, demleme siireleri
kullanilmasi ve tannaz ilave edilmesiyle elde edilen siyah cay ekstraktlarinin kafein ve
katesin degerleri Sekil 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 *de verilmistir. Klasik ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen ilk ekstraktlarda kafein miktar1 87.92-717.35 mg/L araliginda degisirken, enzim
uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) 6rneklerde sirasiyla 85.18-715.94 mg/L ve 85.98-
712.40 mg/L olarak belirlenmistir. Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ilk
ekstraktlarda kafein miktar1 94.68-674.32 mg/L araliginda degisirken, enzim uygulanmis
ve uygulanmamis (kontrol) 6rneklerde sirasiyla 92.91-638.11 mg/L ve 92.83-647.89 mg/L
olarak belirlenmistir (Sekil 2).

Kafein (mg/L)
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EKLASIK 5 dak 87,92 85,98 8518 348,10 344,22 33360 579,28 548,81 549,95
= KLASIK 10 dak 89,28 86,29 86,79 37755 364,72 35851 711,49 65155 62533
B KLASIK 20 dak 11454 109,27 110,09 406,78 397,94 373,79 717,35 712,40 71594

mULTRASONIK 5dak 94,68 92,83 9291 359,62 353,27 352,39 576,77 548,62 550,42
m ULTRASONIK 10 dak 112,62 95,20 96,24 408,63 406,09 40531 639,22 630,09 622,60
mULTRASONIK 20 dak 111,16 106,61 10545 454,75 44351 434,88 674,32 647,89 638,11

Sekil 2. Siyah cay ekstraktlarinin kafein miktar1 (mg/L)
Figure 2. Caffeine content of black tea extracts (mg/L)
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Bulgular incelendiginde ¢ay:su oraninin ve demleme siiresinin 6rneklerin kafein miktar
iizerinde istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) etkisinin oldugu; ¢ay:su orani ve siire arttik¢a
kafein miktarinda genellikle artis oldugu gozlemlenmistir. Tiim uygulama kosullarinda elde
edilen cay eksraktlarinda enzim uygulanan ve uygulanmayan orneklerin kafein miktarlar
arasinda 6nemli bir istatistiksel farkin bulunmadigi (p>0.05) belirlenmistir. Ekstraksiyon
yontemleri birbiriyle karsilastirildiginda, tiim demleme siireleri ve ¢ay:su oranlarinda
ultrasonik yontemle elde edilen siyah cay ekstraktlarinin kafein miktarlarinin klasik
ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarin kafein miktarlarindan genellikle daha
fazla oldugu goriilmektedir.

Klasik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ilk ekstraktlarda GA miktar1 13.41-185.13 mg/L
aralifinda degisirken, enzim uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) 6rneklerde sirasiyla
23.50-280.46 mg/L ve 11.06-207.52 mg/L olarak belirlenmistir. Ultrasonik ekstraksiyon
yontemi ile elde edilen ilk ekstraktlarda GA miktar1 16.33-170.20 mg/L araliginda
degisirken, enzim uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) orneklerde sirasiyla 29.48-
254.58 mg/L ve 17.50-169.24 mg/L olarak belirlenmistir (Sekil 3).

GA (mg/L)
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mKLASIK 5 dak 14,96 16,00 23,50 76,76 73,84 105,84 154,01 138,82 233,56
EKLASIK 10 dak 13,41 11,06 2494 109,01 104,29 14056 17596 173,26 276,96
u KLASIK 20 dak 20,02 28,04 3533 114,14 111,25 158,13 18513 207,52 280,46

BULTRASONIK 5dak 16,33 17,50 29,48 81,96 82,65 11449 143,37 140,68 199,60
= ULTRASONIK 10 dak 18,33 19,76 34,33 91,34 92,14 14757 166,53 168,14 210,63
mULTRASONIK 20 dak 18,39 18,45 34,93 93,15 96,47 148,46 170,20 169,24 254,58

Sekil 3. Siyah cay ekstraktlarinin Gallik Asit (GA) miktar1 (mg/L)
Figure 3. Gallic Acid (GA) content (mg/L) of black tea extracts

Bulgular incelendiginde ¢ay:su oraninin ve demleme siiresinin 6rneklerin GA degerleri
izerinde istatistiksel olarak da 6nemli (p<0.05) bir etkiye sahip oldugu gbézlemlenmistir.
Hem cay:su oranlarinin degismesi ile hem de demleme siirelerinin artisina bagl olarak
ekstraktlarin GA miktarlarinda genellikle artislar meydana geldigi, Orneklerin GA
miktarlar1 arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak da ©nemli (p<0.05) oldugu
goriilmiistiir. Tim demleme siirelerinde ¢ay ekstraktlarina tannaz uygulanmasi ile birlikte
orneklerin GA miktarlarinda artislar meydana geldigi ve bu artiglarin istatistiksel olarak da
onemli (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Enzim uygulanan 6rneklerin GA miktarlarindaki
artisa EGCG, ECG gibi gallik asit esterlerinin tannaz enzimi ile GA ve EGC veya EC ye
hidroliz olmasinin sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Klasik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ilk ekstraktlarda EGC miktar1 5.53-54.58 mg/L
araliginda degisirken, enzim uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) o6rneklerde sirasiyla



ESIN YUCEL ve KAYA /GBAD, 2023, 12(3), 278-289 284

8.40-96.30 mg/L ve 5.45-54.16 mg/L olarak belirlenmistir. Ultrasonik ekstraksiyon
yontemi ile elde edilen ilk ekstraktlarda EGC miktar1 2.99-57.35 mg/L araliginda
degisirken, enzim uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) 6rneklerde sirasiyla 6.56-154.10
mg/L ve 2.78-50.73 mg/L olarak belirlenmistir (Sekil 4). Bulgular incelendiginde, ¢ay:su
oraninin Orneklerin EGC degerleri lizerinde istatistiksel olarak da dnemli (p<0.05) bir
etkiye sahip oldugu; cay:su orami arttikga EGC miktarinda artis oldugu gézlemlenmistir.
Tim demleme siirelerinde ¢ay ekstraktlarina tannaz uygulanmasi ile birlikte 6rneklerin
EGC miktarlarinda artiglar meydana geldigi ve bu artiglarin genellikle istatistiksel olarak
da onemli (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Tiim uygulama kosullarinda elde edilen cay
ekstraktlarinda enzim uygulanan orneklerin EGC miktarlarinin enzim uygulanmayan
orneklerin EGC miktarlarina gore daha fazla oldugu goriilmektedir. Ekstraksiyon
yontemleri birbiriyle karsilastirildiginda, tiim demleme siireleri ve ¢ay:su oranlarinda
ultrasonik yontemle elde edilen siyah ¢ay ekstraktlarnin toplam EGC miktarlarinin Klasik
ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarin EGC miktarlarindan genellikle daha fazla
oldugu goriilmektedir. Enzim uygulanan 6rneklerin EGC miktarlarindaki artisa EGCG
kondense katesininin, tannaz ile GA ve EGC ye hidroliz olmasmin sebep oldugu
distiniilmektedir.
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IL.E. KNTRL TAN IL.E. KNTRL TAN LE. KNTRL TAN

1/100 5/100 10/100
EKLASIK 5 dak 5,53 5,45 8,40 2298 20,22 3269 3999 3865 77,56
mKLASIK 10 dak 5,69 5,60 9,47 27,36 26,06 4259 5391 5130 86,25
= KLASIK 20 dak 6,12 6,13 9,54 30,36 29,27 50,48 5458 5416 96,30

m ULTRASONIK 5 dak 2,99 2,78 6,56 23,01 1955 42,70 42,40 36,41 108,82
m ULTRASONIK 10 dak 3,49 3,47 7,27 25,74 23,24 4585 50,69 46,04 114,79
mULTRASONIK 20 dak 3,66 3,53 8,82 30,68 28,69 55,53 57,35 50,73 154,10

Sekil 4. Siyah cay ekstraktlarinin epigallokatesin (EGC) miktar1 (mg/L)
Figure 4. Epigallocatechin (EGC) content of black tea extracts (mg/L)

Klasik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ilk ekstraktlarda EGCG miktar1 5.97-78.51
mg/L araliginda degisirken, enzim uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) 6rneklerde
sirastyla 4.32-47.77 mg/L ve 5.36-60.61 mg/L olarak belirlenmistir. Ultrasonik
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ilk ekstraktlarda EGCG miktar1 8.13-83.79 mg/L
araliginda degisirken, enzim uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) 6rneklerde sirasiyla
5.31-62.45 mg/L ve 6.89-77.48 mg/L olarak belirlenmistir (Sekil 5).



ESIN YUCEL ve KAYA /GBAD, 2023, 12(3), 278-289 285

EGCG (mg/L)

90,00

80,00

70,00

60,00

50,00

40,00

i II I III ” I

fon i | i

T — L '

L.E. KNTRL TAN LE. KNTRL TAN KNTRL TAN
1/100 5/100 10/100
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mKLASIK 10 dak 7,10 5,74 4,62 40,19 34,60 29,92 76,34 60,01 42,09
uKLASIK 20 dak 7,34 7,26 4,80 40,93 36,72 30,76 78,51 60,61 47,77

® ULTRASONIK 5 dak 8,13 6,89 531 41,17 3545 2981 79,17 73,92 61,63
= ULTRASONIK 10 dak 8,14 7,56 5,82 41,97 37,23 33,67 83,33 75,83 62,45
mULTRASONIK 20 dak 8,78 7,61 5,92 42,20 38,28 34,21 83,79 7748 65,22

Sekil 5. Siyah cay ekstraktlarinin epigallokatesingallat (EGCG) miktar1 (mg/L)
Figure 5. Epigallocatechingallate (EGCG) content of black tea extracts (mg/L)

Bulgular incelendiginde ¢ay:su oraninin, artmasiyla ekstraktlarin EGCG degerlerinde artis
meydana geldigi ve bu artiglarin istatistiksel olarak da onemli (p<0.05) oldugu
belirlenmistir. Demleme siirelerinin artigina bagl olarak ekstraktlarin EGCG miktarlarinda
artislar meydana geldigi, orneklerin EGCG miktarlar1 arasindaki farkliliklarin genellikle
istatistiksel olarak da Onemli (p<0.05) oldugu gorilmistir. Tim c¢ay:su
konsatrasyonlarinda ve demleme siirelerinde cay ekstraktlarina tannaz uygulamas ile
birlikte orneklerin EGCG miktarlarinda azalmalar meydana geldigi ve bu azalmalarin
istatistiksel olarak da 6nemli (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Enzim uygulanan 6rneklerin
EGCG miktarlarindaki azalista EGCG gibi gallik asit esterlerinin, tannaz enzimi ile GA ve
EGC’ye hidroliz olmasinin etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Ekstraksiyon yontemleri birbiriyle karsilastirildiginda, tiim demleme siireleri ve ¢ay:su
oranlarinda ultrasonik yontemle elde edilen siyah c¢ay ekstraktlarnin toplam EGCG
miktarlarimin  klasik ekstraksiyon yoOntemiyle elde edilen ekstraktlarin EGCG
miktarlarindan genellikle daha fazla oldugu goriilmektedir.

Klasik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ilk ekstraktlarda ECG miktar1 0.93-20.90 mg/L
araliginda degisirken, enzim uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) 6rneklerde sirasiyla
0.57-6.70 mg/L ve 0.66-13.06 mg/L olarak belirlenmistir. Ultrasonik ekstraksiyon yontemi
ile elde edilen ilk ekstraktlarda ECG miktar1 2.55-21.84 mg/L araliginda degisirken, enzim
uygulanmig ve uygulanmamis (kontrol) drneklerde sirasiyla 0.62-6.39 mg/L ve 1.12-6.95
mg/L olarak belirlenmistir (Sekil 6).
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m KLASIK 10 dak 094 073 063 342 313 279 1998 878 568
u KLASIK 20 dak 245 083 064 358 324 298 2090 1306 6,70

® ULTRASONIK 5 dak 2,55 1,12 0,62 7,20 3,67 3,00 8,99 6,58 5,94
u ULTRASONIK 10 dak 4,03 1,58 0,68 9,35 4,05 3,13 11,57 6,93 6,25
mULTRASONIK 20 dak 5,60 2,26 0,72 11,05 4,21 3,39 21,84 6,95 6,39

Sekil 6. Siyah cay ekstraktlarinin ECG miktar1 (mg/L)
Figure 6. ECG content of black tea extracts (mg/L)

Hem tiim cay:su konsatrasyonlarinda hem de tiim demleme siirelerinin artigina bagl olarak
ekstraktlarin ECG miktarlarinda artislar meydana geldigi, 6rneklerin ECG miktarlari
arasindaki farkliliklarin genellikle istatistiksel olarak da o©nemli (p<0.05) oldugu
goriilmistiir. Tim ¢ay:su konsatrasyonlart1 ve demleme siirelerinde cay ekstraktlarina
tannaz enzimi ilavesi ile birlikte drneklerin ECG miktarlarinda azalmalar meydana geldigi
goriilmektedir. Enzim uygulanan 6rneklerin ECG miktarlarinin azalmasinda ECG’ nin
tannaz enziminin hidroliz etkisi ile GA ve EC’ye pargalanmasinin etkili oldugu
distiniilmektedir.

Ekstraksiyon yontemleri birbiriyle karsilastirildiginda, tiim demleme siireleri ve cay:su
oranlarinda ultrasonik yontemle elde edilen siyah cay ekstraktlarnin toplam ECG
miktarlarinin klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarin ECG miktarlarindan
genellikle daha fazla oldugu goriilmektedir.

Klasik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ilk ekstraktlarda EC miktar1 0.33-9.71 mg/L
araliginda degisirken, enzim uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) o6rneklerde sirasiyla
1.11-18.69 mg/L ve 0.26-8.81 mg/L olarak belirlenmistir. Ultrasonik ekstraksiyon yontemi
ile elde edilen ilk ekstraktlarda EC miktar1 0.89-9.33 mg/L araliginda degisirken, enzim
uygulanmig ve uygulanmamis (kontrol) 6rneklerde sirasiyla 1.11-10.62 mg/L ve 0.86-9.29
mg/L olarak belirlenmistir (Sekil 7). Hem ¢ay:su oranlarinin degismesi ile hem de demleme
stirelerinin artigina baglh olarak ekstraktlarin EC miktarlarinda artiglar meydana geldigi,
orneklerin EC miktarlar1 arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak da dnemli (p<0.05)
oldugu goriilmiistiir. Tiim demleme siirelerinde ¢ay ekstraktlarina tannaz uygulanmasi ile
birlikte orneklerin EC miktarlarinda artislar meydana geldigi ve bu artislarin genellikle
istatistiksel olarak da dnemli (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Enzim uygulanan 6rneklerin
EC miktarlarindaki artisa ECG gibi kondense katesinin tannaz ile GA ve EC ye hidroliz
olmasinin sebep olabilecegi diisiinlilmektedir.

Ekstraksiyon yontemleri birbiriyle karsilagtirildiginda, tiim demleme siireleri ve g¢ay:su
oranlarinda ultrasonik yontemle elde edilen siyah cay ekstraktlarnin toplam EC
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miktarlarinin klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarin EC miktarlarindan
genellikle daha fazla oldugu goriilmektedir.
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1/100 5/100 10/100
m KLASIK 5 dak 0,33 0,26 1,11 3,73 3,17 5,48 5,29 4,92 8,32
EKLASIK 10 dak 0,98 0,93 1,14 4,33 4,33 5,52 8,61 8,01 13,05
KLASIK 20 dak 0,98 0,95 1,30 4,71 4,54 5,57 9,71 8,81 18,69

ULTRASONIK 5 dak 0,89 0,86 1,11 3,07 2,67 5,45 7,34 6,88 10,08
ULTRASONIK 10 dak 0,99 0,94 1,12 4,18 4,17 5,63 8,55 8,38 10,31
mULTRASONIK 20 dak 1,07 1,03 1,13 4,73 4,63 571 9,33 9,29 10,62

Sekil 7. Siyah cay ekstraktlarinin epikatesin (EC) miktari1 (mg/L)
Figure 7. Epicatechin (EC) content of black tea extracts (mg/L)

Raghuwanshi ve ark. (2013), Penicillium Charlesii ’den elde ettikleri tannaz enziminin
CTC ve orthodoks yontem ile elde edilen kangra siyah c¢ay ekstraktina etkilerini
inceledikleri calismada 5:100 cay:su oraninda 85°C de 20 dakika demleme ile elde ettikleri
ekstraktlarda; CTC kontrol grubunda kafein miktarimi 16.8 mg/g cay olarak belirtirken,
enzim ilave edilmis orneklerde 3.60 mg/g cay olarak, GA miktarin1 kontrol grubunda ve
enzim uygulanmis 6rneklerde sirasiylal0.10 mg/g cay ve 113.2 mg/g ¢ay, kontrol grubunda
ve enzim uygulanmis 6rneklerde EGC miktarini sirasiyla 18.96 mg/g cay ve 42.12 mg/g
cay, kontrol grubunda ve enzim uygulanmis 6rneklerde EGCG miktarini sirastyla 26.54
mg/g cay ve 2.830 mg/g ¢ay, kontrol grubunda ve enzim uygulanmis 6rneklerde ECG
miktarmni sirastyla 3.20 mg/g ¢ay ve 0.35 mg/g ¢ay, kontrol grubunda ve enzim uygulanmis
orneklerde EC miktar1 sirasiyla 1.20 mg/g ¢ay ve 4.05 mg/g cay; olarak bildirmistir.

Carloni ve ark. (2013), 0.5 g siyah ¢ay lizerine 20 ml 90°C de su ilave edilerek 7 dakika
demleme uyguladiklari ¢alismada; kafein miktarini 0.617+0.070 mg/mL, CTC siyah ¢ayda
GA igerigini 0.045+0.004 mg/mL; orthodoks yontemi ile islenen siyah ¢ayda 0.081+0.006
mg/ml, CTC siyah ¢ayda EGC igerigini 0.029+0.007 mg/ml orthodoks yontemi ile islenen
siyah cayda 0.848+0.118 mg/mL, CTC siyah cayda EGCG igerigini 0.011+0.009 mg/mL,
orthodoks yontemi ile islenen siyah ¢ayda ise, 0.461+0.103 mg/mL, CTC siyah ¢ayda ECG
icerigini 0.0384+0.010 mg/mL, orthodoks yontemi ile islenen siyah ¢ayda 0.230+0.066
mg/mL olarak belirtmislerdir.

Hanay (2011), 5. nevi Tiirk siyah ¢aylarinda 2.83:250 cay:su orani kullanarak 90°C de 20
dakikalik demleme sonunda ekstraktin kafein miktarin1 25.23+0.95 mg/g KM, GA
miktarint 1.67+£0.13 mg/g KM, ECG miktarim1 0.92+0.10 mg/g KM, EC miktarin
3.86+£0.29 mg/g KM, EGCG miktarin1 1.65+0.08 mg/g KM, EGC miktarini 9.08+0.14 mg/g
KM olarak buldugunu belirtirken, ayni siirede 100°C demleme sonucunda kafein miktarini
35.96+0.18 mg/g KM, GA miktarin1 3.19+0.02 mg/g KM, ECG miktarini 1.16+0.02 mg/g
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KM, EC miktarin1 4.81+0.30 mg/g KM EGCG miktarin1 2.87+0.25 mg/g KM, EGC
miktarin1 9.11+0.51 mg/g KM olarak buldugunu belirtmistir.

Chandini ve ark. (2011a), siyah ¢ay ekstraktlarinda ekstraksiyon kosullarinin (90°C de 10-
120 dakika, %10-60 konsantrasyon) polifenol igerigine ve krema olusumuna etkilerini
inceledikleri ¢alismalarinda; 90°C de 40 dakikalik demleme sonucunda kafein miktarini
1:10 ¢ay su orant i¢in %?2.41 olarak belirtirken 1:20.1:40 ve 1:60 c¢ay su oranlart i¢in
strastyla %2.58 ve %3.33 ve %3.51 olarak bildirmislerdir. Cay:su oranmi kafeinin ekstrakte
edilebilirliginde onemli bir etkenken, 30 dakikalik ekstraksiyon siiresinin kafein
ekstraksiyonu i¢in yeterli oldugunu belirtmislerdir.

Chandini ve ark. (2011b), siyah ¢ay ekstraktlarinda kaliteyi artirmak ig¢in farkli enzim
uygulamalar1 denedikleri ¢alismada; Hindistan’dan temin edilen CTC tipi siyah c¢ay
kullanarak 2:100 ¢ay:su oraninda 90°C de 40 dakika uyguladiklar1 ekstraksiyon isleminden
sonra elde edilen ekstraktta kontrol orneginde kafein igerigini 31.9+2.3 g/kg siyah cay
olarak belirtilirken, 10 ve 20 U/g-siyah ¢ay dozajinda tannaz ilave edilmis 6rnekler i¢in
sirastyla 29.0 ve 28.5 g/kg siyah ¢ay, EGC miktarini kontrol 6rneginde %3.69+0.16, 10 ve
20 U/g-siyah ¢ay dozajinda tannaz ilave edilmis 6rnekler icin sirasiyla %3.82+0.13 ve
%3.90+0.00, EC miktarmi kontrol 6rneginde %1.47+0.01, 10 ve 20 U/g-siyah ¢ay
dozajinda tannaz ilave edilmis 6rnekler i¢in sirasiyla %1.70 ve %2.05 ve ECG miktarini
kontrol 6rneginde %1.58+0.04, 10 ve 20 U/g-siyah ¢ay dozajinda tannaz ilave edilmis
ornekler i¢in sirastyla %1.40+£0.06 ve %1.36+0.15 olarak belirtmistir.

Yapilan calismalarda siyah ¢ay ekstraktlarinin kafein ve katesin igeriklerinin birbirinden
farklilik gostermesinin  ¢alismalarda kullanilan ¢aylarin  ekstraksiyon ydntem ve
kosullarinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

4. Sonug¢

Bu ¢alismada iilkemizin onemli ¢ay {ireticilerinden Caykur isletmesine ait Giineysu-
Ulucami ¢ay fabrikasi miidiirliigiinden temin edilen siyah g¢ay oOrneklerine klasik ve
ultrasonik ekstraksiyon yontemleri ile, 30°C demleme sicakliginda ve farkli demleme
stirelerinde (5, 10 ve 20 dakika), ¢ay:su oranlar1 (1:100; 5:100; 10:100) kullanilarak elde
edilen ekstraktlara tannaz enzimi uygulanmistir. Calismada elde edilen ekstraktlarda toplam
fenolik madde, kafein ve katesinlerin miktarlar1 belirlenmistir.

Ekstraksiyon yontemleri birbiriyle karsilagtirildiginda, tiim demleme siireleri ve ¢ay:su
oranlarinda ultrasonik yontemle elde edilen siyah ¢ay ekstraktlarnin toplam fenolik madde,
kafein ve katesinlerin miktarlarinin klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarin
toplam fenolik madde, kafein ve katesinlerin miktarlarindan genellikle daha fazla oldugu
goriilmektedir. Ultrasonik ekstraksiyon yonteminin kullanilmasimin ekstraktlarin
fitokimyasal bilesik miktarlarinda 6nemli diizeyde artislar sagladig: tespit edilmistir.

5. Tesekkiir

Arastirma, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP 2014/77)
tarafindan desteklenmistir. Desteklerinden dolayr Tokat Gaziosmanpasa Universitesi
Bilimsel Aragtirma Projeleri birimine tesekkiir ederiz.
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