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SIYAH VE YESIL CAYLARDAKI FENOLIK
BILESIKLERIN KARAKTERIZASYONU VE
ANTIOKSIDAN KAPASITE POTANSIYELININ
BELIRLENMESI
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Onur SEVINDIK?, Serkan SELLI?
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1. Giris

1

Cay (Camellia sinensis L.), sudan sonra diinyadaki en
cok tiiketilen icecektir ve icerdigi biyoaktif bilesenler,

tad1 ve aromasi ile son derece degerlidir.

p

Z

Siyah, yesil ve beyaz gibi
cesitleri  bulunan cay, zengin
fenolik icerigi ile fonksiyonel

olarak adlandirilan gidalarin
basinda gelmektedir

7

3

(1) kolesterol diizenleyici,
(1) kardiyovaskiiler problemleri azaltici,
(111) reaktif oksijen baglayict,

(Iv) tiimor-nekroz ve interleukin gibi rahatsizliklar: engelleyici,

(v) lenfozitlerdeki DNA bozulmalarina ve
(vi) kansere kars: bircok onleyici etkilere sahiptir
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1 (Peluso & Serafini, 2017; Tang et al., 2015)

2 (Hajiaghaalipour, Sanusi, & Kanthimathi, 2016;
Pelvan & Ozilgen, 2017; Shannon, Jaiswal, &
~ Abu-Ghannam, 2018; Silarova, Ceslova, &
7 Meloun, 2017)

3 (Pereira-Caroetal., 2017).
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Cay yapraklarindaki O s OH
katesin bilesikleri Theaflavin bilesikleri [~ }-calechin

(-} epgaliocatechn (-yepgaliocatechn galate (-)-epicatechin gallate

« Cayin icerdigi polifenollerin sagladigi antioksidan ve antiinflamatuar etki, insan plazma
orneklerinde, ¢ay tiiketimi sonrasinda enzimatik olmayan antioksidan aktivitenin artisiyla
saptanmistir.

« (Cayda en yiiksek miktarda bulunan polifenol grubu; katesinler ve theaflavinlerdir.

 Katesinler icerisinde ise epikatesin (EC), epikatesin gallat (ECG), epigallokatesin (EGC)
ve epigallokatesin gallat (EGCG) en 6nemli ¢ay katesinleri olarak degerlendirilmektedir.

 Epigallokatesin gallat ve epikatesin gallat formlar1 siyah ¢ayda bulunan toplam katesin
miktarinin %27°sini olusturmaktadir (Serpen et al., 2012).

7




* Cayn i¢cerdigi fenolik madde miktar:1 basta ¢cayin ¢esidi
olmak lizere, demleme sure ve sicakligina bagl olarak
degisebilmektedir.

e Ornegin son zamanlarda Tayvan’da popiiler olan
yontemde cay, cay yapraklarinin soguk (4°C) veya oda
sicakligindaki suda 2 saat stire bekletilmesi 1le elde
edilmektedir.

+-* Yine de tiim cay cesitler1 i¢cin en fazla tercih edilen 1¢im

sekli, ¢cay yapragimin 1-10 dakika siire 1le 70-100°C
sicakliktaki suda bekletilerek tiiketilmesidir.

" (Hajiaghaalipour et al., 2016) Z
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Cay cesitleri arasinda beyaz ve yesil cay fermente olmamais 6zellikte i1ken, oolong
yar1 fermente ve siyah cay fermente edilerek iiretilmektedir.

Bu nedenle, bu cay cesitleri birbirlerinden goriiniis, tat, kimyasal 6zellikleri
bakimindan farklilik gostermektedir.

(Chauhan, Bhattacharya, AlDhubaib, & Ahmed, 2012: Morikawa et al.. 2013)7"

Yapilan arastirmalar sonucunda;
siyah ¢aym demlenmesinde kisa siire yliksek derece onerilirken,
yesil cayda Ise uzun siire soguk demleme 6nerilmektedir.

Yesil cay Beyaz cay Oolong lSiyah cay )
| o |

Fermente olmamis Yari fermente Tam fermente



EN COK TERCIH EDILEN

Diinyada iiretilen ve tiiketilen toplam Siyah cay Bati lilkelerinde ve bazi

cay miktarimmin Asya iilkelerinde tiiketilirken, yesil ¢cay
% 78'i siyah, g Hindistan, Cin, Japonya ve Kuzey
* % 20's1 yesil, Afrika ve Orta Dogu'nun bazi tilkesinde
* % 2'si ise oolong caydir. tilketilmektedir.

Fermente
olmamis

Fenolik
icerigi
yiiksek

(Singh ve ark. 2017. Critical reviews in food science and nutrition)



Yapilan calismalarda siyah 7 ’_ A

cayin fenolik madde iceriginin

yesil caydan daha diisiik

oldugu bildirilmaistir.

Siyah caydaki fenolik madde iceriginin yesil caya gore diisiik olmasinin sebebi ise, siyah
cayimn fermentasyonu sirasinda goriilen polifenol oksidaz enzimi aktivitesi neticesinde,

cayin icerdigi flavan-3-ol’leri theaflavins veya thearubigin gibi yiiksek molekiil agirlikli

kompleks yapilara polimerize olmalariyla agiklanmaktadir.

(Pereira-Caro et al., 2017)7




Bu calismada, iilkemizde tiiketilen
siyah ve yesil caylarin fenolik bilesik icerikleri
hem spektrofotmetrik hem de LC-DAD-ESI-
MS/MS teknigi kullanilarak belirlenmistir.

Ayrica ¢ay Ornekler1  arasindaki
antioksidan kapasite potansiyelleri DPPH ve

ABTS yontemleri ile karsilastiriimistir.




2. Materyal & Metot

Caylarin
hazirlanmasi

2 gr Siyah c¢ay (Trebolu) /
2 gr Yesil cay (Kardelen)

Oda sicaklig1 24°C



U

LC-DAD-ESI-MS/MS
ANALIZLERI

Fenolik bilesiklerin tanimlanmasinda LC-DAD-ESI-
MS/MS analizlerinde standart maddelerin enjeksiyonuyla elde
edilen alhkonma zamanlarindan, DAD ve MS/MS
spektrumlarindan yararlanilmaistir.

Bilesiklerin tanimlanmasi LC-MS/MS kullanilarak pozitif
ve negatif modda ger¢eklestirilmistir.

Pozitif modda teobromine ve kafein,

Negatif modda katesinler, kuinik asit esterleri, ve

flavonoller tanimlanmistir. 7




RENK ANALIZLERI

Orneklerin renk analizleri Hunter LAB
cithazinda yapilmis ve L*, a* ve b* degerleri
belirlenmustir. 7

TOPLAM FENOL
ve
ANTIOKSIDAN
KAPASITESI

Yapilan ¢alismada ¢ay orneklerinin toplam fenol i¢erikleri

Gallik asit cinsinden belirlenmuistir.
Antioksidan aktivite DPPH ve ABTS olmak

lizere 1ki farkli yontemle belirlenmistir.
Bu yontemlerde UV-Vis (Agilent —Cary 60)

spektrofotometresi kullanilmis ve olciilen absorbans

degerleri mmol/L trolox cinsinden bildirilmistir. 7 |




3. Bulgular ve Tartisma

1. RENK DEGERLERI

80.20+1,19 | -7,11:1,01 | 44.24+0,02 | 44,80+0,52 | 99,13+0,21
67,65:1,13 | 20,43+1,04 | 72,55:0,01 | 75,37+0.21 | 74,28+0.41

] ]

Siyah cayin sahip oldugu koyu rengin, demleme sirasinda meydana
gelen yiiksek molekiil agirlikli polifenolik bilesiklerden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Yesil cayin b* degerinin yiiksek olmasi ise, sarimsi-turuncu renge sahip
flavonollerin ~ yesil c¢ayda  yiikksek  olarak  bulunmasindan

kaynaklanmaktadir. |
4
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Elde edilen sonuglara gore, caylarin toplam fenolik madde igerikleri ile antioksidan kapasite potansiyelleri her
IKi cayda da orantili olarak farkliliklar géstermistir.

Mevcut literatiirde de belirtildigi iizere, yesil ¢ayin fenolik icerigi ve buna bagli olarak da antioksidan
kapasitesi siyah ¢aya oranla daha yiiksektir (Atoui, Mansouri, Boskou, & Kefalas, 2005).




3. SIYAH VE YESIL CAYLARIN FENOLIK PROFILLERI

Bu c¢alismada LC-DAD-ESI-MS/MS

teknigi  kullanilarak siyah ve yesil
caylarda

 gallik asit ve tiirevleri (2 adet),

» katesinler (6 adet),

» Kkuinik asit esterleri (3 adet),

» flavonoller (16 adet),

 teaflavinler (2 adet), ve

 purin alkaloid tiirevleri (2 adet)
toplam 31 adet fenolik bilesik tespit

edilmistir.

Yesil cayda tespit edilen fenolik

gruplardan  katesinler, kuinik  asit

esterlertl, purin alkoloidler  ve
flavanoller siyah caya gore daha yiiksek
miktarlarda bulunmustur.

Ote yandan siyah cayin ise yesil
caya gore daha yliksek konsantrasyonlarda
gallik asit ve tiirevleri, teaflavin ve

tiirevlerini icerdigi gozlemlenmistir.
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16.61
17.01
20.63
23.50
26.23
29.49
30.04
30.53
31.28
36.32
38.07
38.13
38.82
40.12
40.93
41.41
41.89
42.13
42.76
43.51
43.64
44.38
44.64
46.08
46.23
47.01
48.13
49.11

50.51

51.13
52.60

Bilesikler

Gallik asit

5-0-Gallo kuinik asit

Theobromin

(-)-Gallokatesin

(-)-Epigallokatesin

3- p- Kumarilkuinik asit

Kafein

(+)-Katesin

5-Kaffeil kuinik asit

(-)-Epikatesin

4- p-Kumarilkuinik asit
(-)-Epigallokatesin-3-gallat

Theaflavin

4”-0-Glukozilviteksin
Kuersetin-3-0-galaktozil-ramnozil-glukozit
Kuersetin-3-0-glukozil-ramnozil-glukozit
Rhamnosylviteksin
2'"-0O-Rhamnosylviteksin
Kuersetin-3-O-rutinozit
(-)-Epikatesin-3-gallat
Kaempferol-3-0-glukozil-ramnozil-glukozit
Kuersetin-3-0O-galaktozit
Kuersetin-3-0-glukozit
Kaemferol-3-0O-galaktozit
Kaemferol-3-O-rutinozit
Kaempferol-3-O-glukozit
Kuersetin-3-O-glukozit- ramnozil-(p-coumaroyl-hexosyl)-hexoside
Kuersetin-3-(2G-p-coum-trans-3G)-2G-arabinosyl-3R-glucosylrut

Kuersetin -3-(2G-p-coum-trans-3G)-2G-arabinosyl-3R-rutinozit
Kaempferol-3-(2G-p-coum-cis-3G)-2G-arabinosyl-3R-glukozil-rutinozit
Theaflavin-3-gallat

Formiller

C33H100
C7H30014
C7H30014
C27H30016
C22H15010
C33H40050
C21H2001,
C21H2001,
C21H20011
C7H30015
C21H20011
CygHs50,5
C47H540,7
C47H54056
C47H54056
C36H28016

UV max (nm)

270
274
272
275
275
325
280
280
326
270
325
275
457
328
353
353
326
328
358
280
353
353
356
348
346
348
353
353

353

353
450

*[M-H]*/

*[M-H] (m/z)

1692
3432
181
305
3052
3372
195P
2892
3532
2892
3372
4572
5632
5932
7712
7712
5772
5772
609°
4412
7552
4632
4632
4473
5932
4472
10792
10492

10332

10332
715°

Ms?
(m/z)
125
191,169
138, 108

261, 221, 219, 179
261, 221, 219, 179

163
138, 110
245,205

191, 179, 135
245, 205, 179
173, 155, 111
305, 169, 125
545, 527, 519, 501, 407, 379

413, 293

609, 463, 301
609, 463, 301

413, 293

457, 413, 293
301, 300, 255, 179, 151

289, 169

593, 447, 285
301, 300, 179
301, 300, 255, 179

285, 284
285, 447

285, 284, 255, 227
933, 915, 301

903, 301
887, 301
887, 285

563, 545, 527, 501, 407
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Pik Bilesikler
1 Gallik asit
2  5-Galloyl kuinik asit
Toplam gallik asit ve tiirevleri

4 (-)-Gallokatesin
5 . -Epigallokate@
8 (+)-Katesin
10 (-)-Epikatesin
12@Epigallokate§in—@
20 (-)-Epikatesin-gallat

Toplam katesin

6 3-p-Kumaril kuinik asit

9 5-Kaffeil kuinik asit

11 4-p-Kumaril kuinik asit
Toplam kuinik esterleri

Yesil Cay
8,30+1,24
0,87+0,14
9,17+1,37

16,92+1,56
82,92+7,63
35,07+7,43
53,47+1,73
68,47%3,03
13,54+1,25

270,38121,28

58,6414,66
6,93%0,86

143,17+4,57
208,7519,28

Siyah Cay
59,35+3,41
1,20+0,08
60,56+3,36

2,62+0,24
6,91+0,64
0,88+0,19
1,09+0,14
7,47%1,50
8,96+1,80
27,9244,51

13,57+1,04
1,66%0,19

43,75%1,90

58,9713,10
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15
16
17
18
19
21
22
23
24
25
26

27

28

29

30

4”’-0-Glukozilviteksin
Kuersetin-3-0O-galaktozil-ramnozil-glukozit
Kuersetin-3-0-glukozil-ramnozil-glukozit
Ramnozilviteksin

2"-0- Ramnozilviteksin
Kuersetin-3-rutinoside

Kaempferol-3-0- glukozil-ramnozil-glukozit
Kuersetin-3-0O-galaktozit
Kuersetin-3-0-glukozit
Kaempferol-3-O-galaktozit
Kaempferol-3-O-rutinozit
Kaempferol-3-O-glukozit

16 adet

Kuersetin-3-0-glucosyl-rhamnozil-(p-coumaraoyl-hexosyl) hekzosit

Kuersetin-3-(2G-p-coum-trans-3G)-2G-arabinosyl-3R-glukozilrutinozit

Kuersetin -3-(2G-p-coum-trans-3G)-2G-arabinosyl-3R-
glukozilrutinozit
Kaempferol-3-(2G-p-coum-cis-3G)-2G-arabinosyl-3R-
glukozilrutinozit

Toplam flavonol

8,15+1,00
29,69+3,63
19,80+2,42
13,36+1,64
17,81+2,18
17,10+2,09
41,56+5,08
8,64+0,85
11,22+1,09
4,36+1,50
7,30£2,52
5,84+2,02

10,22+3,53

10,28+1,28

16,99+2,39

2,22+0,55

< 224.54+29,37

5,55+1,06
20,21+3,84
13,48+2,57
9,09+1,73
12,13+2,31
11,64+2,22
28,29+5,39
5,46+0,91
7,09+1,19
2,93+0,79
4,90+1,33
3,92+1,06

6,87+1,86

6,67+1,22

11,24+3,53

1,13+0,14

150.59+30.63



Pik Bilesikler

13 Gheaflavin)

31 Theaflavin-3-gallat
Toplam theaflavin

3 Theobromin

7 Kafein

Toplam purin alkaloid

Yesil Cay

31,67%2,25
3,26+1,50
34,92+43,35

8,98+0,57
257,81+12,09
266,79+12,66

Siyah Cay

43,28+6,31
5,41+0,73
48,69+7,04

10,78+0,68
214,84+10,08
225,62+10,76
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Toplam gallik Toplam katesin Total kinik  Toplam flavonol

asit ve tirevleri

esterleri

Toplam
theaflavin

Toplam purin
alkaloid

 Yesil Cay
m Siyah Cay

O

Siyah cayda, theaflavinler ve gallik asit tlirevleri haric, diger
tum fenolik gruplari yesil caya gore disik miktarda

bulunmustur.

Siyah cayda
teaflavinler yiksek
miktarda
bulunmustur.



Temel Bilesen 2 (%14.4)

Theaflavin-3-gallate

Kaempferol-3-O-galactoside

Kaempherol-3-0-rutinoside

Xin
-0-glucc

toside

oum-tra

2 ] . Kaempferol-3-0-glucosid¢
Total theaflavins Theobromine Quercetin-3-0-glucosyl-rhamno_1 , o
5-Galloylquinic acid 4™-0-Glucosylvitexin
} in-3-0- - -)-Epicatechin-gallate
Theaflavin Quercetin-3-0-galactosyl-rhamno Que(rc)etiR-3-O-g|ucgsyl-rhamnosy
- _2.0- _ A h i
1 Gallic adid Kaempferol-3-0-glucosyl-rhampe Total88%%88%_-3_mu%035%205y|\/'t6
Quercetin-3-(2G-p-coup-Afans-3G Kaempferol-3 (36 p. “”%Eft'aﬁ'ﬁﬁr)ing‘éﬁ%%iaﬁ
Total gallic acid derivatives Caffein
O — Querceﬁ'n-3-0—galac
® +&_u%artcegt}i1rl1n- 3-(2G-p-
5-Caffeoylquinic acid
= (-)-Epigallocatechin
_1 (-)-Gallocatechin
7] Total quinic esters
: 3-p-Coumarylquinic acid
Siyah Cay (-)-Epicatechin Total flavan-3-ols
[
'2 ] (-)-Epigallocatechin-3-gallate
4-p-Coumaroylquinic acid
@
| | | | | |
-5,0 -2,5 0,0 2,5 50 7,5

Temel Bilesen 1 (%82.7)

Temel bilesen

analizine  gore  temel

bilesenler veri setindeki

varyansin toplamda %

97.1’ini ve 1. temel

bilesen toplam varyansin

% 82.7°sini, 2. temel

bilesen  varyansin @ %

14.4’iini aciklamaktadir.



4. Sonuclar

Calismamizda,;

v' LC-DAD-ESI-MS/MS yesil ve siyah cayda 31 adet fenolik bilesik

v Yesil caylardaki fenolik bilesen miktarlarinin, siyah caya gore, daha yiiksek

oldugu tespit edilmistir.

v’ Tespit edilen fenoliklerden yesil cayda katesinlerin, siyah cayda teaflavinlerin ve gallik

asit tiirevlerinin baskin oldugu saptanmustir.

v'Ayrica, ABTS ve DPPH antioksidan kapasite analiz sonuglarina gore de yesil ¢ayin

antioksidan etkinliginin siyah caydan yiiksek oldugu goriilmiistiir.




* Bunun sebebinin, yesil c¢ayda, 6zellikle antioksidan potansiyelini dogrudan
etkileyen, katesin ve tiirevlerinin miktarinin fazla olmasi ile 1lgili oldugu

distiniilmektedir.

 Siyah cayda goriilen antioksidan potansiyelinde ve toplam fenolik bilesik
miktarinda goriilen diisiikliiglin yine iiretim prosesinde bulunan fermentasyon

(oksidasyon) asamasinda gerceklestigi diistiniilmektedir.
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Dinledigini
i¢in tesekktir ederim.




