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OZET

SOLDURMA SURESINE GORE CAY BITKISINDE (Camellia sinensis)
ENZIM AKTIVITELERININ DEGISIiMi

Soldurma, ¢ay islemede ilk adimdir ve nihai {iriin kalitesi {izerinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. Yesil cay yapragmin soldurulmasi ve bir sonraki isleme asamasina (kivirma)
hazirlanmas1 sirasinda, yapragin nem igerigindeki azalmaya {irlin kalitesinde ozellikle
aromasinda Onemli rol oynayan biyokimyasal etkilesimlerin ortaya g¢ikmasi eslik eder.
Soldurma islemindeki 6nemli biyokimyasal olaylardan birisi de enzim aktivitelerinin
degisimidir. Cay yapragindaki enzimler ¢aya tat, koku ve renk gibi 6zellikler katmaktadir.
Taze yapraklarin solma siiresi, ¢ayin lezzet kalitesinin istikrarini etkileyen Gnemli bir
faktordiir. Cayin aroma, tat ve renk gibi kalite ozelliklerini belirlemede etkili olan
alkoldehidrogenaz (ADH), peptidaz ve polifenol oksidaz (PPO) aktivitesi iizerine dogal
soldurma yontemi ile farkli soldurma siirelerinin etkisi hala belirsizdir. Bu calisma, Atatiirk
Cay ve Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitlisii ¢ay fidanliklarinda kontrollii bir sekilde
yetigtirilen Ali Riza Erten ve Zihni Derin klonlarmin ADH, peptidaz ve PPO aktiviteleri
tizerine farkli soldurma siirelerinin (0, 16, 17, 18, 19, 20 ve 24 saat) etkisini ortaya ¢cikarmay1
amaglayan ilk ¢alismadir. Yapilan bu ¢alismada, en yiiksek peptidaz aktivitesi her iki klonda
24 saatlik, en diisiik aktivite ise Ali Riza Erten klonunda 17 saatlik, Zihni Derin klonunda ise
19 saatlik soldurulan ¢ay 6rneklerinde belirlenmistir. ADH aktivitesi Ali Riza Erten klonunda
en yuksek aktiviteyi 18 saatlik, Zihni Derin klonunda ise 20 saatlik soldurmada vermistir. En
diisiik aktivite ise Ali Riza Erten ve Zihni Derin klonlari i¢in sirasiyla 20 saat ve 0 saatte
(kontrol grubu) tespit edilmistir. PPO i¢in en yiiksek aktiviteler Ali Riza Erten ve Zihni Derin
klonlarinda sirasiyla 16 ve 18 saat soldurulan 6rneklerde, en diisiik aktiviteleri ise her iki
klonun 0 saat drneklerinde belirlenmistir. Her iki klonun soldurma siirelerine gore en yiiksek
peptidaz aktivitesi (24 saatte) hari¢ klonlara uygulanan farkli soldurma siirelerinin enzim
aktivitelerini etkiledigi ve her soldurma siiresinde farkli aktivitenin oldugu tespit edilmistir.
Tiim klonlarin enzim aktivitelerine bakildiginda, en yiiksek ADH ve PPO aktiviteleri 18
saatlik, en yiiksek peptidaz aktivitesi ise 24 saatlik soldurulan orneklerde tespit edilmistir.
Zihni Derin klonunun enzim aktivitelerinin Ali Riza Erten klonunun enzim aktivitelerinden
daha yiiksek oldugu, klonlar ile ADH aktivitesi arasinda pozitif yonde zayif ve anlamsiz,
peptidaz arasinda pozitif yonde orta ve anlamli, PPO arasinda ise pozitif yonde yiiksek
seviyede anlamli iliskinin oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular, ADH, PPO ve peptidaz
aktiviteleri ile klonlar arasindaki iligkilerin, ¢ayin aroma, tat, umami ve renk gibi kalite
ozelliklerini belirlemede klonlar arasi farkliliklar1 ortaya koyarak seleksiyon ve 6zgiin klon
gelistirme caligmalarina katki saglayabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Cay, Camellia sinensis, soldurma siiresi, enzim, PPO, ADH, peptidaz
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ABSTRACT

CHANGES IN ENZYME ACTIVITIES IN THE TEA PLANT (Camellia
sinensis) ACCORDING TO WITHERING TIME

Withering is the first step in tea processing and has a significant impact on the final
product quality. During the withering of green tea leaves and their preparation for the
subsequent processing step (rolling), the reduction in leaf moisture content is accompanied by
biochemical interactions that play a critical role in determining product quality, particularly its
aroma. One of the major biochemical events during withering is the change in enzyme
activities. Enzymes in tea leaves contribute to the taste, aroma, and color of tea. The withering
time of fresh leaves is an important factor affecting the consistency of tea flavor quality.
However, the effects of different natural withering durations on the activity of alcohol
dehydrogenase (ADH), peptidase, and polyphenol oxidase (PPO)—enzymes that play a
critical role in determining tea quality characteristics such as aroma, taste, and colour—remain
unclear. This study represents the first attempt to investigate the effects of different withering
durations (0, 16, 17, 18, 19, 20, and 24 hours) on ADH, peptidase, and PPO activities in the
Ali Riza Erten and Zihni Derin tea clones, which were cultivated under controlled conditions
in the tea nurseries of the Atatiirk Tea and Horticultural Research Institute. The highest
peptidase activity in both clones was observed in samples with 24 hours of withering, whereas
the lowest activity was detected in the 17-hour withered sample of the Ali Riza Erten clone
and the 19-hour withered sample of the Zihni Derin clone. The highest ADH activity was
observed at 18 hours for the Ali Riza Erten clone and at 20 hours for the Zihni Derin clone.
Conversely, the lowest ADH activities were recorded at 20 hours and 0 hours (control group)
for the Ali Riza Erten and Zihni Derin clones, respectively. For PPO, the highest enzyme
activity was detected in the 16-hour (Ali Riza Erten) and 18-hour (Zihni Derin) samples, while
the lowest activity was found in the 0-hour (control) samples of both clones. Except for the
highest peptidase activity observed at 24 hours, it was found that different withering durations
affected the enzyme activities in both clones, with each duration exhibiting a distinct level of
enzyme activity. When evaluating the enzyme activities of both clones overall, the highest
ADH and PPO activities were detected in samples with 18 hours of withering, while the
highest peptidase activity was observed in the 24-hour samples. The enzyme activities of the
Zihni Derin clone were found to be higher than those of the Ali Riza Erten clone. A weak and
non-significant positive correlation was found between the clones and ADH activity, a
moderate and significant positive correlation with peptidase activity, and a strong and highly
significant positive correlation with PPO activity. These findings suggest that the relationships
between ADH, PPO, and peptidase activities and the clones may reveal clonal differences in
key tea quality traits such as aroma, taste, umami, and colour, thereby contributing to selection
and the development of unique tea clones.

Keywords: Tea, Camellia sinensis, withering time, enzyme, PPO, ADH, peptidase
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GIRIS

Camellia sinensis (L.) O. Kuntze halk arasinda c¢ay olarak bilinir ve sudan
sonra diinyada ikinci sirada en ¢ok tiiketilen igecek olmasi nedeni ile ekonomik degeri
oldukea fazladir. Tiirkiye’de de sudan sonra en ¢ok tiiketilen igecek olmasi ve sadece
Dogu Karadeniz Bolgesinde yetismesi, tariminin yapilmasi ve de bolge halkinin temel
gecim kaynagi olmasi nedeniyle son derece onem arz etmektedir. Antimutajenik,
antikanserojen ve antioksidatif etkilerinden dolay1 ¢ay igmenin insan sagligina yararh
oldugu sikca rapor edilmistir (Yamamoto vd., 1997). Bircok saglik probleminin
tedavisinde ve korunmasinda c¢ayin tibbi degeri gittikge daha da yaygin hale
gelmektedir (Naithani ve Kakar, 2005). Cay, insan saglig1 i¢in gerekli olan flavonoid,
mineral ve iz elementleri igermektedir. Mevcut calismalar, cayin spesifik
antioksidanlar ve agiz, pankreas ve prostat kanseri gibi baz1 kanser tiirleri ile fel¢ ve
kalp hastaliklar1 riskini azaltan saglik destekleyici bilesikler icerdigini gostermektedir
(Khan ve Muhtar, 2007). Siyah ¢ay, bitkinin farkli varyetelerinden elde edilen
yapraklarin ¢esitli isleme siireclerinden gegcirilmesiyle iiretilmektedir. Cayimn diinya
genelinde yaygin olarak tercih edilmesinin baslica nedeni, igerdigi zengin aroma ve tat
unsurlart ile sagliga olan olumlu etkileridir (Lin vd., 2003). Polifenoller agisindan
oldukca yiiksek bir bilesime sahip olan ¢ay; antidiyabetik, antimikrobiyal (Koech vd.,
2013), antioksidan (Karori vd., 2007; Kerio vd., 2013) ve yaslanmay1 geciktirici
ozellikleriyle (Khan ve Muhtar, 2007) dikkat ¢eken pek cok farmakolojik etki
gostermektedir.

Cay bitkisi, diinya iizerinde Kuzey Yarimkiire’de yaklasik 42° enleminden
baslayarak Giliney Yarimkiire’de 27° enlemine kadar wuzanan kusakta
yetistirilmektedir. Caym yogun bicimde yetistirildigi ve iiretimin en fazla
gerceklestirildigi iilkelerin basinda Cin ve Hindistan gelmektedir. Cay tarimi yapilan
yaklagik 50 iilke arasinda, en genis plantasyon alanina sahip iilke Cin’dir ve diinya
genelindeki toplam ¢ay lretim alanlarinin yarisindan fazlasi bu iilkeye aittir. Cin’i
sirastyla Hindistan, Kenya, Sri Lanka, Tiirkiye, Iran, Vietham ve Endonezya takip

etmektedir (FAO, 2024).



Cay tiiketiminin Cin’de yaklasik 3000 yillik bir gegmisi oldugu bilinmektedir.
Caym Avrupa’da ve iilkemizde tanmip tiiketilmeye baslanmasi M.S. 17. ve 18.
ylizyillarda olmustur (Peterson vd., 2004). Cay, isleme yontemleri ve kiiltiirel Gnemi
dogrultusunda farkl tiirleriyle diinya genelinde yaygin olarak tiiketilen bir igecek olup,
baslica yesil, siyah, oolong, beyaz, sar1 ve pu-erh olmak {izere ¢esitli kategorilere
ayrilmaktadir; bu tiirler, yetistirme uygulamalari, cevresel kosullar ve isleme
tekniklerindeki farkliliklardan kaynaklanan 6zgiin tat profilleri ve saglik faydalari
sunmaktadir. Yesil cay, fermente edilmemis yapisiyla yiiksek antioksidan, 6zellikle
katesin igerigiyle bilinirken (Zohora ve Arefin, 2022; Mozumder vd., 2025) siyah ¢ay
tamamen fermente edilerek giiclii bir lezzet ve yliksek kafein seviyesine sahip olup
Hindistan, Sri Lanka ve Kenya gibi bdlgelerde yogun tiiketilmektedir (Zohora &
Arefin, 2022; Hazarika vd.,2024). Oolong cay1, kismen fermente edilmis yapisiyla
yesil ve siyah ¢ay arasinda bir lezzet profili sunmakta ve basta Cin ile Tayvan olmak
tizere Uretilmektedir (Hilal, 2017; Mozumder vd., 2025). Beyaz cay, geng yaprak ve
tomurcuklardan minimum islemle elde edilerek nazik bir tada sahip olup ozellikle
Cin’de yetistirilmektedir (Gascoyne vd., 2011). Nadir bulunan sar1 ¢ay ise yavas
fermantasyon siireci sonucunda yumusak bir tat kazanmaktadir (Mozumder vd., 2025)
pu-erh cay:1 ise yaslandirilabilir ve fermente bir yapiya sahip olup Diinya ¢apinda
saglik yararlariyla taninmakta ve Cin’in Yunnan bolgesinden kdken almaktadir (Hilal,
2017; Mozumder vd.,2025). Tiim bu ¢esitler, hem saglik agisindan sunduklari faydalar
hem de kiiltiirel degerleri sebebiyle 6nem tasirken, ¢ay endiistrisi diisiik piyasa fiyatlar
ve yiiksek liretim maliyetleri gibi ekonomik zorluklarla karsilasmakta; bu durum,
ireticilerin iirlin ¢esitlendirme ve katma deger artirici stratejiler gelistirmesine yol
acmaktadir (Hazarika vd., 2024).

Tiirkiye’de cay yetistiriciligine yonelik ilk denemeler 1888 ile 1892 yillar
arasinda Bursa’da gergeklestirilmistir. Ancak bolgedeki iklim ve ekolojik kosullarin
cay tarimi i¢in elverigli olmamasi nedeniyle bu girisimlerden olumlu sonug
almamamistir. Sonraki yillarda Rize’de yapilan arastirmalar, bdlgenin ¢ay
yetistiriciligine uygun oldugunu ortaya koymus ve olumlu sonuglar elde edilmesinin
ardindan cay iiretimi Rize basta olmak tlizere ¢evre illerde de baslamistir (Fisunoglu ve
Besler, 2008). Ticari éneme sahip Assam, Kambogya ve Cin cay tiirleri, morfolojik ve

ekolojik ozellikleri agisindan hem benzerlikler hem de farkliliklar sergilemektedir. Bu



farkliliklar, tiirlerin genetik kokenleri ve farkli gevresel kosullara uyum siireglerinden
kaynaklanmakta olup, biiyiime 0Ozellikleri ve yetistiricilik yoOntemleri iizerinde
dogrudan belirleyici olmaktadir (Wachira vd., 2013; Rawal vd., 2020).

Cay bitkisi, yiiksek yagis gereksinimi nedeniyle yillik ortalama 1200 mm’nin
tizerinde yagis alan bolgelerde yetistirilmektedir. Verimli iiretim icin genellikle yilda
1800 mm, ayda ise yaklasik 150 mm yagisin goriildiigli alanlar tercih edilmektedir
(Carr ve Stephens, 1992). Ekvatora yakin sicak iklimlerde ¢ay hasadi yil boyunca
belirli araliklarla yapilabilirken, ekvatordan uzaklastik¢a hasat donemleri belli aylarla
siirl kalmaktadir (Eden, 1976). Tiirkiye’nin Dogu Karadeniz Bolgesi'nde ise cay
stirglinleri genellikle Mayis ayimnin ilk yarisinda toplanmaya baslanmakta ve bu siireg
Ekim aymin sonuna kadar devam etmektedir (Mahmutoglu, 1994). Ulkemizde yilda
iic kez ¢ay hasadi yapilmakta, ancak bdlgenin iklim kosullari nedeniyle tarlalar
yaklagik alti ay boyunca nadasa birakilmaktadir. Baz1 yillarda sicakliklarin erken
yiikselmesi, siirgiin doneminin 6ne ¢ekilmesine yol agmakta ve bu gibi durumlarda
dordiincii bir hasat donemi de gerceklesebilmektedir.

Diinya genelindeki ¢ay iiretiminin yaklasik %581 siyah ¢aydan, %30’u yesil
caydan olusurken, kalan %12’lik kism1 ise oolong, beyaz, hazir cay ve diger cay
irlinleri olusturmaktadir. Cay ¢esitliligi oldukca fazla olmasina ragmen, siyah ve yesil
cay Uretimi diinya cay ticaretinde en biiylik pay1 elinde bulundurmaktadir (Yazici,
2021).

Diinya ¢ay iiretiminde besinci sirada yer alan Tiirkiye’de, cay geleneksel ihrag
iriinleri arasinda 6nemli bir konuma sahiptir ve Dogu Karadeniz Bolgesi’nin bitkisel
iretiminde biiyiikk bir paya sahiptir. Giircistan sinirindan baslayarak Trabzon’un
Arakli-Karadere hattina kadar uzanan Karadeniz kiy1 seridi ile yer yer 30 km i¢
kesimlere giren ve yaklasik 1000 metre rakima ulasan yamaglar, ¢ay tarimi i¢in en
uygun alanlar olarak degerlendirilmekte ve bu bolge birinci sinif ¢ay yetistiricilik
kusag1 olarak tanimlanmaktadir. Arakli-Karadere’den baglayarak Ordu’nun Fatsa
ilcesine kadar uzanan alan ise ikinci smif ¢ay bolgesi olarak kabul edilmektedir
(Yabaci, 2008). Ulkemizde 1930’lu yillarda baslayan ¢ay tarimi giiniimiizde toplam
791.984 dekar alanda siirdirilmektedir. Bu alanlarin 530.805 dekar1 Rize’de, 152.540
dekar1 Trabzon’da, 91.928 dekar1 Artvin’de, 16.644 dekar1 Giresun’da ve 67 dekan
Ordu’da bulunmaktadir (Tarim ve Orman Bakanligi, 2024).



Cay bitkisi, yetistiriciligi ve kalitesi i¢cin cok onemli klonal cesitlilik sergiler.
Cay bitkilerinin farkli klonlari, ¢ay tiretimini ve kalitesini optimize etmek i¢in genetik,
morfolojik ve kimyasal 6zelliklerine gore gelistirilir ve se¢ilir. Bu ¢esitlilik, iireme ve
yetistirme stratejileri i¢in gerekli olan klonlarin genetik varyasyonunda, morfolojik
ozelliklerinde ve kimyasal profillerinde belirgindir (Mishra vd., 2009).

Cay klonlarmin morfolojik ¢alismalari, gévde uzunlugu, yaprak boyutu ve
cigek oOzellikleri gibi 6zelliklerde farkliliklar gosterir. Bu 6zellikler, belirli ¢evresel
kosullar ve cay tiirleri i¢in klonlar1 tanimlamak ve se¢mek i¢in ¢ok dnemlidir (Aaqil
vd., 2023). Cay klonlar1 arasindaki cesitlilik, lireme ve yetistirme agisindan faydali
olsa da ¢ay kalitesinde tutarliligin korunmasinda bazi zorluklar ortaya ¢ikarir. Geligmis
molekiiler ve teknolojik araglarin kullanimi, bu ¢esitliligin daha iyi anlasilmasina ve
yonetilmesine olanak saglayarak yiiksek kaliteli ¢ay iiretimine katkida bulunabilir
(Aaqil vd., 2023).

Cay bitkilerindeki farkli klonlarin enzim aktivitesi tizerindeki etkisi oldukca
onemlidir; ciinkii farkli klonlar, cayin genel kalitesini ve 6zelliklerini belirleyen cesitli
biyokimyasal profiller ve enzim ekspresyonlar1 sergiler. Yapilan arastirmalar, bazi ¢ay
klonlarinin cay kalitesi ve lezzetini artirabilecek sekilde, belirli anahtar enzimler ve
metabolitleri daha yiiksek seviyelerde igerdigini ortaya koymaktadir (Sathyanathan
vd., 2015).

Cay bitkilerindeki enzimatik aktivite bliylik 6l¢iide genetik faktorler tarafindan
belirlenirken, ¢cevresel kosullar ve stres tepkileri de nemli roller oynamaktadir. Farkli
klonlar, bu faktorlere benzersiz adaptasyonlar sergileyebilir, bu da ¢esitli enzim
aktiviteleri ve sonug olarak cay kalitesi ve 6zelliklerinde farkliliklara neden olabilir.
Bu varyasyonlar1 anlamak, belirli nitelikler ve stres direncleri i¢in ¢ay klonlarinin
secilmesine ve yetistirilmesine yardimci olabilir (Sathyanathan vd., 2015).

Giliniimiizde geleneksel yontemlerle iiretilen siyah, yesil, oolong ve beyaz ¢ay
cesitlerinin yani sira, modern teknolojilerin kullanilmasiyla gelistirilen yeni cay tiirleri
ve ¢ay yan Uriinleri de uluslararasi ¢ay ticaretinde giderek daha fazla yer edinmektedir.
Glindelik yasam tarzindaki degisimler, icecek sektoriindeki rekabetci pazar kosullari
ve cay tiiketmeyen bireyleri de hedefleyen stratejiler dogrultusunda iiretilen yenilik¢i
cay triinleri ile ¢caydan elde edilen katma degerli triinler, kiiresel pazarda genis bir

alic1 kitlesi bulmaktadir. 1960’11 yillara kadar ¢ay ticaretinde biiylik oranda dokme ¢ay



pazarlanirken, giinlimiizde paketlenmis ¢ay, demlik ve fincan tipi poset ¢aylar, graniil
cay, preslenmis cay, aromali ¢ay, kafeinsiz ¢ay, hazir ¢oziinebilir ¢ay ve soguk cay
gibi farkli Giriinlerle hem {iriin ¢esitliliginde hem de tiiketim aliskanliklarinda 6nemli
bir doniisiim yasanmaktadir. Ote yandan, Tiirkiye’de iiretilen ¢ayin biiyiik bir kismi i¢
pazarda tiikketilmekte olup, ihracat oranlar1 kalite farkliliklar1 ve yiiksek maliyetler
nedeniyle sinirli kalmaktadir. Tiirkiye’nin en énemli ¢ay ihracat iiriiniinii ise dokme
siyah ¢ay olusturmaktadir (Yazici, 2021).

Cayin bilesimi, hasat zamani ve uygulanan isleme yontemlerine bagl olarak
farklilik gosterebilmektedir. Cay isleme siireci, temel olarak yaprak hiicrelerinin
yapisinin bozulmasi ve yaprak i¢indeki polifenoller ile enzimlerin etkilesime girmesi
prensibine dayanmaktadir. Bu etkilesim sonucunda, oksijen varliginda gerceklesen bir
dizi biyokimyasal ve kimyasal reaksiyon araciligiyla ¢ay, kendine 6zgii karakteristik
ozelliklerini kazanmaktadir (URL-1, 2022).

Cay bitkisinin gen¢ yaprak ve silirgiinlerinde bulunan enzimler (polifenol
oksidaz, peroksidaz, pektinaz, alkoldehidrogenaz, transaminaz ve peptidaz), isleme
siirecinde onemli biyokimyasal doniisiimlere yol acarak cayin kendine 6zgii tat ve
aromasini olusturur. Bagka bir ifadeyle, farkli tip ve 6zellikte siyah ¢aylarin tiretimi,
geng yaprak ve tomurcuklarda bulunan bu enzimler sayesinde miimkiin olmaktadir
(Kacar, 2010). Siyah cay iiretiminde 6zellikle oksidatif enzimler kritik rol oynar.
Caydaki polifenollerin oksijenli kosullarda oksidasyon hizi, uygun enzimlerin
varligina baglidir. Oksidasyon siirecine pek ¢ok enzim katilsa da, temel olarak aktif
merkezinde bakir igeren prostetik gruplara sahip enzimler bu siirecin ana aracisidir.
Farkli tip ve ozellikte siyah caylarin ortaya ¢ikisi ise, degisik zaman ve bi¢imlerde
uygulanan enzimatik oksidasyon stire¢lerinin bir sonucudur (Safi, 2018).

Cay filizleri, soldurma, kivirma, oksidasyon ve kurutma siireclerinden
gecirildikten sonra sicak suda demlenerek karakteristik aromasiyla tiiketilmektedir. Bu
temel islemler lizerinde yapilan bazi degisikliklerle, farkli 6zelliklere sahip cay
tirtinleri de elde edilebilmektedir. Mamul caylar, iiretim yontemlerine bagli olarak ii¢
ana grupta siiflandirilir: okside edilmemis ¢aylar (yesil ve beyaz ¢ay), kismen okside
caylar (oolong c¢ay) ve tam okside caylar (siyah c¢ay). Tiirkiye’de ise en ¢ok tercih
edilen ¢ay tiirii siyah caydir (Calikoglu ve Bayrak, 2009).



Tiirk Gida Kodeksi Cay Tebligi (Teblig No: 2015/30) uyarinca siyah c¢ay,
“Camellia sinensis” tiirlinlin ¢esitli ¢esitlerinin geng siirgiinlerinden; tepe tomurcugu
ve onu takip eden taze yapraklar ile taze tek yaprak, taze iki yaprak ve taze ii¢ yaprakl
siirgiinler ve bunlar1 birbirine baglayan taze sap kisimlarinin soldurma, kivirma,
pargalama, oksidasyon ve kurutma gibi tiretim iglemlerinden gegirilmesiyle elde edilen
iiriin olarak tanimlanmaktadir (Elmas ve Gezer, 2019).

Cayin iiretim siirecine bakildiginda, ilk olarak hasat edilen yapraklar tepsiler
veya kurutma odalarindaki raflarda soldurulmaktadir. Bu asama ayni zamanda
yapraklarin dehidratasyonunu da kapsamaktadir; taze yapraklarin nem orani yaklasik
%75’ten %55-65’e diiser ve yapraklar yumusamaya baglar. Soldurma islemi,
yapraklar1 bir sonraki kivirma asamasina hazir hale getirir ve fermantasyon i¢in uygun
bir ortam olusturur. Bu siirecte aroma gelisimi ve enzim aktivitesi baslar. Ardindan
soldurulmus yapraklar kivrilir ve fermantasyon siireci baslatilir. Kivrilan yapraklar
makinelerde kiiglik pargalar haline getirilir. Cayin ¢esitliligini belirleyen kritik asama
olan fermantasyon sirasinda, buhar 1sis1 uygulanarak 2-3 saat i¢inde fermantasyon
tamamlanir. Fermantasyonu durdurmak amaciyla yapraklar kurutularak nem orani
belirli bir seviyeye diistiriiliir. Son olarak, hazirlanan yapraklar 6zelliklerine gore
ayrilir ve uygun kosullarda paketlenir (Belitz vd., 2009).

Siyah cay {liretimi, yas caymn elde edilmesinin ardindan genel olarak bes
asamada ger¢eklesmektedir: soldurma, kivirma, oksidasyon, kurutma ve tasnif (Nas
ve Oksiiz, 1987). Bu asamalar, gayin kalite 6zellikleri iizerinde onemli bir etkiye
sahiptir. Uretim siireci boyunca ¢esitli enzimler aktif rol oynar. Primer polifenollerin
oksidasyonunda tat ve rengin olusumunu saglayan polifenol oksidaz; pektinlerin
parcalanmasinda pektinaz; bazi alkollerin olusumu ve aroma gelisiminde
alkoldehidrogenaz; terpenlerin sentezi ve aminoasit doniisiimlerinde transaminaz;
proteinlerin aminoasitlere pargalanmasinda ise peptidaz gorev yapmaktadir (Altan,
2001).

Soldurmanin temel amaci, yapraktaki suyun bir kismini uzaklagtirarak kismi
kurutma yoluyla cay yapragma esneklik kazandirmak ve bdylece fiziksel olarak
kivirma igslemine uygun hale getirmektir. Bu siire¢, hiicre membraninin gegirgenliginin
artmasi ve polifenoller, enzimler ile oksijenin etkin bir sekilde etkilesime girmesiyle

gerceklesir (Calikoglu ve Bayrak, 2009). Soldurma sirasinda yaprakta yalnizca fiziksel



degil, ayn1 zamanda kimyasal degisiklikler de meydana gelir. Bu degisiklikler;
aminoasit, basit seker ve kafein miktarlarinda artis; karotenoid, klorofil ve lipit
igeriklerinde azalma; katesin miktar1 ve polifenol oksidaz aktivitesinde diisiis seklinde
gozlemlenmektedir (Roberts ve Sanderson, 1966). Soldurma siirecinde kafein
miktarindaki artis, caym tadini ve buruklugunu olumlu yonde etkiler ve bu artigin
aminoasit miktarindaki ylikselme ile iligkili oldugu belirtilmektedir (Sanderson ve
Selvendran, 1965).

Proteazlar (proteinazlar veya peptidazlar), proteinlerdeki amino asitleri
birbirine baglayan peptid baglarin1 hidrolizleyerek protein katabolizmasini saglayan
enzimlerdir (Alici ve Arabaci, 2018). Tiim canli sistemlerde bulunan ve hiicre gelisimi
ile degisimi i¢in gerekli olan proteazlar, hem hiicre icinde hem de hiicre disinda islev
gostermektedir (Rao vd., 1998). Peptidazlar, tiim canli organizmalar i¢in temel 6neme
sahip olduklarindan, bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan elde
edilebilmektedir (Heutinck vd., 2010).

Polifenol oksidaz (PPO), bitkilerde yaygin olarak bulunan ve hem fizyolojik
hem de savunmaya yonelik siireclerde kritik islevlere sahip olan bakir igeren bir
enzimdir. Bu enzim, fenolik bilesiklerin kinonlara oksidasyonunu katalize ederek bitki
dokularinda enzimatik esmerlesmeye neden olur; bu durum, 6zellikle hasat sonrasi
kalite kayiplar1 agisindan gida endiistrisinde Onemli bir sorun teskil etmektedir
(Gandhi vd., 2018; Zhang, 2023). Ote yandan, PPO bitkinin biyotik stres etmenlerine
ozellikle patojen ve zararlilara karsi gelistirdigi savunma mekanizmalarinda da rol
oynamaktadir. Enzim aktivitesi hem molekiiler yapisal 6zelliklerine hem de ¢evresel
kosullara bagl olarak degiskenlik gosterebilmekte olup, bu baglamda PPO’nun
diizenlenmesi gilincel arastirmalarin odaginda yer almaktadir (Constabel ve
Barbehenn, 2008). PPO'nun molekiiler ve biyokimyasal 6zelliklerini anlamak, etkili
kontrol stratejileri gelistirmek i¢in ¢ok dnemlidir (Gandhi vd., 2018).

Alkol dehidrogenaz (ADH) enzimleri, bitki metabolizmasinda 6zellikle
aldehitlerin alkollere ve alkollerin aldehitlere doniistimiinde 6nemli roller {istlenir. Bu
enzimler, anaerobik kosullara yanit, stres yonetimi ve ugucu bilesiklerin biyosentezi
gibi cesitli fizyolojik siirecler i¢cin hayati dneme sahiptir (Tesniere ve Verries, 2001;
Liuvd., 2022). ADH aktivitesi; soguk, yaralanma ve patojen istilas1 gibi abiyotik stres

etmenleri altinda artis gostererek, stres adaptasyonundaki roliinii ortaya koymaktadir



(Tesniére ve Verriés, 2001; Liu vd., 2022a). Ornegin cay bitkilerinde, belirli ADH
genlerinin, simiile edilmis bdcek istilasina yanit olarak ifade diizeyleri artmis ve bu
durum, s6z konusu genlerin biyotik stres tepkilerindeki rollerine dikkat ¢ekmistir (Liu
vd., 2022). ADH'ler, bitki aromasi1 ve lezzeti agisindan 6nemli olan (Z)-3-heksenalin
(Z)-3-heksenole doniistiiriilmesi gibi alti karbonlu ugucu bilesiklerin biyosentezinde
rol oynamaktadir (Liu vd., 2022b). Son donem arastirmalar, ADH'lerin katalitik
yelpazesinin genisledigini ve kanonik olmayan indirgemeler de dahil olmak iizere bitki
metabolizmasinda ¢esitli kimyasal reaksiyonlara olanak sagladigin1 ortaya
koymaktadir (Langley vd., 2022; Pearce ve Simokhin, 2022). ADH'ler oncelikle
anaerobik metabolizma ve stres tepkilerindeki rolleri ile taninirken, biyosentez ve
metabolik cesitlendirmedeki genisleyen islevleri, bitki fizyolojisine katkilarinin
karmagikligin1 géstermektedir. Bu, ¢esitli bitki tiirlerinde ADH islevlerinin genisligini
tam olarak anlamak i¢in daha fazla arastirmaya duyulan ihtiyaci vurgulamaktadir.

Soldurmanin siiresi, sicakligi ve bagil nemi nihai iirlinlin kalitesi lizerinde
onemli etkilere sahiptir (Obanda vd., 2004). Cayin kalitesini kimyasal analizlerle
degerlendirmek i¢in bir¢ok girisimde bulunulmustur. Cay yapraklarinin amino asitleri
ve mineral bilesenleri, jeolojik konum, gilibre kullanimi, sulama suyu ve iklim kosullar1
gibi c¢esitli faktorlerden ve daha da Onemlisi c¢ay yapraklarimin islenmesi ve
paketlenmesinden etkilenir (Hussain vd., 2006).

Bu c¢aligmada, farkli soldurma siirelerinin siyah ¢ay yapraklarindaki ADH,
peptidaz ve PPO enzim aktiviteleri iizerindeki etkileri incelenmistir. Literatiirde ¢ayin
aroma ve saglik bilesenleri lizerine pek c¢ok calisma bulunmasina ragmen, farklh
soldurma siirelerinin bu tii¢ kritik enzim aktivitesine etkilerini sistematik olarak
karsilastiran aragtirmalar sinirlidir. Bu nedenle, ¢alismamiz hem ADH, peptidaz ve
PPO aktivitelerinin soldurma siiresine bagli degisimini ortaya koymay1 hem de bu
degisimlerin siyah cayin aroma ve kalite Ozellikleriyle iligkisini degerlendirmeyi
hedeflemektedir. Boylece, cay iiretiminde optimal soldurma siirelerinin belirlenmesine

ve iirlin kalitesinin artirilmasina katki saglanmasi1 amaglanmastir.



1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Enzimler

1.1.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler, hiicrelerde gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen
molekiiller olup, az sayidaki katalitik RNA molekiilii (ribozim) disinda, ¢ogunlukla
protein yapisindadir. Protein yapisinda olmalari nedeniyle, amino asit dizilimleri
enzimlerin 6zglin konformasyonlarini kazanmalarinda ve {i¢ boyutlu yapilarinin
olugmasinda belirleyici rol oynar. Bu {i¢ boyutlu yap1, enzimlerin katalitik aktiviteleri
ile substratlarina kars1 gosterdikleri 6zgiilliiglin temelini olusturur (Onat vd., 2002).

Enzimlerle etkilesime giren kimyasal molekiiller 'substrat' olarak adlandirilir.
Enzimatik bir reaksiyonun temel unsurlarini enzim ve substrat olusturur. Reaksiyon,
enzimin substrata baglanarak gecici bir enzim-substrat kompleksi olusturmasiyla
baslar (Temizkan vd., 2008). Reaksiyon hizi; substrat ve enzim derigimi, ortam
sicakligi, iyonik siddet, pH diizeyi ile aktivator veya inhibitor maddelerin varlig gibi
cesitli faktdrlerden etkilenir. Enzimler, katalizledikleri reaksiyon sirasinda gegici
yapisal degisikliklere ugrasa da, reaksiyonun sonunda 6zgiin yapilarina geri donerler.
Bu 6zellikleri sayesinde tek bir enzim molekiilii, ¢ok sayida substrat molekiiliiniin
tiriine donlismesini saglayabilir (Yazici, 2012).

Canlilarda hayati oneme sahip biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen
enzimler, giiniimiizde c¢esitli endiistriyel ve bilimsel amaclarla yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Enzimler; gida iiretimi, temizlik iirtinleri ve tibbi uygulamalar gibi
pek cok farklr alanda etkin rol oynamaktadir. In vitro kosullarda da aktif kalabilmeleri,
kimyasal katalizorlere kiyasla daha yiiksek katalitik verimlilik gostermeleri, biiyiik
miktarlarda iiretilebilmeleri ve genellikle alerjik ya da toksik etki olusturmamalari,
enzimlerin bu denli genis kullanim alanina sahip olmasinin baglica nedenlerindendir

(Cheetham, 1995).

1.1.2. Enzimlerin Simiflandirilmasi
Cok sayida enzimin kesfiyle birlikte, bu molekiillerin tutarli ve anlamli bir
sekilde adlandirilabilmesi i¢in sistematik bir isimlendirme ihtiyact dogmustur.

Giliniimiize kadar tanimlanmis iki bini askin enzim, genellikle katalizledikleri



reaksiyonlara ya da substratlarina atifla, adlarinin sonuna '-az' eki getirilerek
adlandirilmigtir. Ancak bu tiir isimlendirmelerin ¢ogu zaman enzimlerin fonksiyonlari
hakkinda yeterli bilgi sunmadigi anlagilmistir. Bu nedenle, Uluslararas1 Biyokimya ve
Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan her enzime 6zgili dort basamakli bir
simiflandirma sistemi gelistirilmistir. Bu sistemde yer alan ilk rakam enzimin ait
oldugu ana sinifi, ikinci rakam alt sinifi, tiglincii rakam alt-alt sinifi, dordiincii rakam
ise ilk ii¢ basamagi ayni olan enzimler arasindaki sira numarasini belirtmektedir
(Ucgkaya, 2015). IUBMB (1984) tarafindan enzimler alt1 ana sinifa ayrilmaktadirlar.
Bunlar;

Oksidorediiktazlar:

Bu enzim smifi, iki substrat arasinda gergeklesen oksidasyon-rediiksiyon
(redoks) reaksiyonlarint katalizler. Dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar ve
oksijenazlar gibi daha once geleneksel adlarla tanimlanmis bir¢ok enzim bu gruba
dahildir. Oksidorediiktazlar; CH-OH, CH-NH, C=0 ve C=C gibi fonksiyonel gruplar
izerine etki eder ve etkiledikleri grup tipine gore alt siniflara ayrilirlar. Bu enzimler,
biyolojik sistemlerde enerji doniisiim siireclerinin temelini olusturan redoks
tepkimelerinde 6nemli bir rol oynar.

Transferazlar:

Transferazlar, aldehit, keton, acil, fosfat ve kiikiirt gibi kimyasal gruplarin bir
molekiilden digerine transferini katalizleyen enzimlerdir. Bu enzimler; metil, formil,
hidroksimetil, acil, glikozil, fosfat, amin ve kiikiirtlii gruplarin taginmasini saglayarak
metabolik reaksiyonlarin diizenlenmesinde gorev alirlar. Aktardiklar1 gruba bagh
olarak metiltransferazlar, aminotransferazlar gibi alt siniflara ayrilirlar. Ornegin,
fosforil grubunun transferini gerceklestiren “kinaz” enzimleri bu gruba dahildir.

Hidrolazlar:

Suyun katildig1 parcalanma ve kondenzasyon reaksiyonlarini katalizleyen
enzimlerdir. Ester, glikozil, eter, peptid, asit, anhidritlerin C—C, C-Halojen, ve P-N
baglarina etki ederek bu bilesikleri hidrolizler ve etki ettikleri bag tipine gore alt
smiflara  ayrilirlar.  Ornekler: lipazlar, fosfatazlar, amilazlar, glikozidazlar,
niikleosidazlar, peptidazlar (proteazlar), amidazlar gibi anilan enzimler bu gruba

dahildir.
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- Proteazlar: Polipeptid ve protein zincirlerinin hidrolizlerini katalizler.

- Esterazlar ve Lipazlar: Ester ve lipidleri alkole hidroliz ederler.

- Amidazlar: Cesitli amid ve peptid baglarini hidrolizler.

- Karbohidrazlar: Glukoz ya da glukoz ile alkoller arasindaki glikozit baglarini
hidrolizler.

- Fosfatazlar: Fosforik asit — ester ve anhidritlerini hidroliz ederler.

Liyazlar:

Cift bag olusumunu (hidrolitik olmayan yoldan) ve ¢ift baga katilma
reaksiyonlarini katalizlerler. Etkiledikleri substrattan ya kimyasal bir grubu ayirir ya
dailave ederler. Onemli 6rnekler, dekarboksilazlar, aldolazlar, dehidratazlar (fumaraz,
akonitaz), karboksilazlar, amonyak-liyazlardir.

lzomerazlar:

Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine doniistiiriilmesini
katalizleyen enzimlerdir. Mutaz, rasemaz ve epimeraz 6zel adlariyla anilan enzimler
bu gruptandir.

Ligazlar:

ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin kopmasi
sonucu ortaya c¢ikan enerji yardimiyla iki molekiiliin baglanmasi reaksiyonlarini
katalizleyen enzimlerdir; aminoasitleri aktive eden enzimler, piruvat-karboksilazlar,
acilaz CoA-sentazlardir.

Enzimler salgilanma sekillerine gore ise hiicre i¢i enzimler (intraselliiler) ve
hiicre dis1 (ekstraseliiler) enzimler olmak {izere iki ana smifa ayrilirlar. Hiicre ici
enzimler sitoplazmaya dagilmis olarak bulunan ribozomlarda sentezlenirler ve diisiik
molekiiler agirhiga sahip substratlar {izerinde etkilidirler. Hiicre disi enzimler ise
besiyeri ve hiicre duvarinin dis1 ile baglant1 halindedirler. Cogu degisken hiicre i¢i
enzimlerin aksine hiicre disi enzimlerin stabilitesi yiliksek olup ¢evre kosullarinda
aktivitelerini uzun siire koruyabilirler. Onemli ekstraseliiler enzimlerin hemen hepsi,

yiiksek molekiiler agirliga sahip substratlar1 parcalayan hidrolazlardir (Yazici, 2012).
1.1.2.1 Proteazlar (Peptidazlar)

Proteinler, tiim canli organizmalar i¢in temel bilesenlerdir ve hemen tiim

hiicresel islevlerde gorev alirlar. Protein sentezinin yani sira proteinlerin yikimi da
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kritik 6neme sahiptir; ¢linkii islevsiz veya hasarli proteinlerin geri doniisiimii, yeni
proteinlerin sentezi i¢in gerekli amino asitlerin serbest birakilmasini saglar. Proteazlar
(proteinazlar veya peptidazlar), proteinlerdeki amino asitleri birbirine baglayan peptid
baglarin1 hidrolizleyerek protein katabolizmasim1 gergeklestiren enzimlerdir. Bu
enzimler, proteinlerdeki peptid baglarimi farkli bolgelerde hidrolizleyebilir: i
bolgelerdeki baglari parcalayabilen endopeptidazlar, N-terminal ugtaki baglar
hedefleyen aminopeptidazlar ve C-terminal ugtaki baglar1 hidrolize eden
karboksipeptidazlar gibi. Peptid karbonil grubuna yapilan saldir1 sonucunda peptid
bagimin hidrolizine proteoliz denir ve proteoliz (proteolitik aktivite), biyolojik
sistemlerdeki en onemli katalitik reaksiyonlardan biri olarak kabul edilir (Alic1 ve
Arabaci, 2018).

Peptidazlar, enzimler arasinda karmasik bir grubu temsil eder ve oldukea ¢esitli
fizikokimyasal ve katalitik 6zelliklere sahiptirler. Tiim canli sistemlerde bulunan ve
hiicrenin gelisimi ile degisimi i¢in gerekli olan peptidazlar, hem hiicre icinde hem de
hiicre disinda aktif olarak islev gosterirler. Ekstraselliiler peptidazlarin temel rolii,
besinlerdeki polimerleri pargalayan diger ekstraselliiler enzimlerle benzerdir; bu
enzimler biiylik polipeptid veya proteinleri, hiicreler tarafindan alinabilecek daha
kiiciik birimlere hidroliz eder. Intraselliiler peptidazlar ise protein salmimi, zimojen
aktivasyonu, otoliz ve spor germinasyonu gibi biyolojik siireclerde kritik islevler
istlenir (Rao vd., 1998).

IUBMB (1984) tarafindan hidrolazlar grubuna (No:3) dahil olan proteazlar
peptid baglarimin hidrolizini gerceklestiren 4. alt grup olarak smiflanmistir ve bu
enzimler i¢in peptidazlar (EC 3.4) teriminin kullanilmas1 6nerilmistir. Yaygin olarak
kullanilan proteaz terimi peptidazla esanlamlidir. Ayrica proteinaz terimi de
endopeptidazlar i¢in kullanilmaktadir (Salleh vd., 2006). Buna karsin proteazlarin
sahip olduklar1 genis etki ve yap1 cesitlilikleri nedeniyle enzimlerin siniflandirildig:
genel sistem ile siiflandirilmalart zordur.

Peptidazlar, genellikle protein substratlarinda etkin olduklar1 bolgelere gore
endopeptidazlar ve ekzopeptidazlar olarak siiflandirilirlar. Ayrica, katalitik
mekanizmalarina bagh olarak serin proteazlar, aspartik proteazlar, sistein proteazlar
ve metalloproteazlar seklinde gruplandirilabilirler. Bunun yani sira, optimal aktivite

gosterdikleri pH araliklarina gore asidik, notral ve alkalen proteazlar olarak da
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kategorize edilmektedirler (Barrett, 1994; Rao vd., 1998).

Enzimler, giiniimiizde hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar da dahil olmak
lizere tim canli hiicrelerden elde edilebilmektedir (Polaina ve Maccabe, 2007).
Proteazlar, canli organizmalarin ¢esitli fizyolojik islevlerini yerine getirebilmesi igin
gerekli oldugundan, c¢ok cesitli kaynaklarda bulunur. Bu enzimler, protein
substratlarin1  pargalayarak prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerdeki hiicresel
reaksiyonlar1 diizenler ve metabolik ile fizyolojik stlireglerde 6nemli roller tistlenirler
(Heutinck vd., 2010).

Bitki proteazlari, bitki fizyolojisi ve gelisiminin bir¢ok yoniinde 6nemli iglevler
tistlenir. Protein dongiisii, hatali katlanmig proteinlerin pargalanmasi, yaslanma ve
ubikitin/proteazom yolu gibi siireglerde kritik roller oynarlar (Gonzalez-Rabade vd.,
2011). Cogu organizmada biiyiime ve gelisme, protein sentezi ve organel biyogenezi
ile proteoliz ve organel dongiisii arasindaki dengenin bir sonucu olarak gerceklesir.
Bitkilerde ise ¢imlenme, farklilasma, morfogenez, yaslanma ve programlanmis hiicre
olumii gibi gelisim asamalarina bagli protein yikim siiregleri bilinmektedir. Ayrica,
bazi durumlarda proteolizin, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif stresle
iliskili olabilecegini gosteren calismalar giderek artmaktadir (Palma vd., 2002).

Bitkisel kaynakli proteazlar, aktif merkezlerinde bulunan siilfidril gruplari
sayesinde kendilerine 6zgii ozellikler gosterirler; bu gruplar ayni zamanda enzim
aktivitelerinden de sorumludur (Polaina ve Maccabe, 2007). Bitkilerden elde edilen
proteolitik enzimler, genis bir pH ve sicaklik araliginda etkin olabildikleri i¢in oldukca
ilgi ¢ekicidir. Proteinlerin proteazlar tarafindan parcalanmasini i¢eren bazi endiistriyel
uygulamalarda, bu enzimlerin bir kismi bitkilerden elde edilmektedir (Gonzalez-
Rébade vd., 2011). Bununla birlikte, bitkilerin proteaz kaynagi olarak kullanimu,
tarima elverigli arazilerin varligi, iklim kosullarinin uygunlugu gibi ¢esitli faktorlere
baglhidir ve bitkilerden proteaz iiretimi zaman alic1 bir siirectir (Rani vd., 2012).

Bitkilerden elde edilen proteazlarin ¢ogu, ayni1 enzim grubuna aittir ve 6zellikle
tropikal bitkilerden izole edilmektedir. Proteazlar, Asteraceae, Caricaceae, Moraceae,
Asclepiadaceae, Apocynaceae ve Euphorbiaceae gibi cesitli bitki ailelerinin
latekslerinden tanimlanmis ve incelenmistir. Cogu bitki kaynakli proteaz, sistein
proteazlar olarak siiflandirilirken, daha nadiren aspartik proteazlar seklinde bulunur

(Gonzélez-Réabade vd., 2011). Papaya (Carica papaya), ananas (Ananas sativa), bazi
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Ficus tiirleri (F. carica, F. glabrata), enginar (Cynara cardunculus) ve soya fasulyesi
(Glycine hispida) gibi bitkilerden saflastirilan proteazlar, bitkilerden elde edilen
proteazlara 6rnek olarak verilebilir (Ward, 1985). Ayrica, ¢ay bitkisinde peptidaz
aktivitesi 0zellikle siirgiin u¢larinda saptanmustir.

Cay yapraklarinin kuru agirliginin yaklasik %15-25’ini proteinler olusturur. Bu
proteinlerin biiyiikk bir kismi suda ¢oziinmez. Soldurma sirasinda, peptidazlar
proteinleri pargalayarak aminoasitlere doniistiirlir ve ortaya ¢ikan serbest aminoasitler
siyah ¢aym aromasini etkiler. Cay yapraklarindaki toplam azot miktari, proteinler,
aminoasitler ve kafein kaynakli olup, yapragin yasi, ¢esidi, toprak ve iklim kosullar
ile uygulanan kiiltiirel tedbirlere bagl olarak degisiklik gosterir. Azot oran1 %4,1’in
altina distiiglinde bitkide azot eksikligine bagli olarak verim ve kalite kayiplar
gbzlemlenebilir. Aminoasitler ve proteinler, cay deminin doygunlugunu artirmakla
kalmay1p, polifenollerle olusturduklar1 kompleksler araciligiyla siyah ¢ayin tadini da
olumlu yonde etkiler (Safi, 2018).

Caydaki protein kaynakli bilesiklerin yaklasik tiigte birinin ¢ay demine
gecebildigi belirlenmistir. Yapraklarin taze veya kurutulmus olmasi, aminoasit
iceriklerini etkiler; 6zellikle taze ve geng yapraklar daha yiiksek miktarda serbest
aminoasit bulundurur. Tiirk ¢aylarinin toplam azot igeriginin kuru madde bazinda

%4,0—4,6 arasinda degistigi saptanmstir (Safi, 2018).

1.1.2.2 Polifenol Oksidazlar (Katekolazlar)

PPO, ITUBMB (1984) tarafindan 1. simif enzimler olan oksidorediiktazlar
grubuna dahil edilmis ve EC 1.10.3.x numarali alt grup altinda siniflandirilmistir. Bu
enzimler, o-difenolleri okside ederek o-kinonlar1 olusturur ve bu reaksiyon sirasinda
molekiiler oksijen kullanir (Yoruk ve Marshall, 2003). PPO terimi ¢ogunlukla iki ana
enzim tipini kapsar: katekol oksidazlar (EC 1.10.3.1) ve lakkazlar (EC 1.10.3.2), her
ikisi de fenolik bilesiklerin oksidasyonuna aracilik eder (Mayer, 2006).

PPO, bitkilerde yaralanma, patojen saldirisi veya stres kosullart gibi
durumlarda fenolik maddeleri oksitleyerek enzimatik kararma reaksiyonuna neden
olur. Bu reaksiyon savunma amaci tagidigi kadar, tarim ve gida endiistrisinde kalite

kaybina da yol agar (Queiroz vd., 2008).
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Literatiirde PPO enzimlerinin hem mekanizmalar1 hem de yapisal 6zellikleri
genis Olcekte arastirilmis olsa da, bu enzimlerin kofaktor kullanimi (genellikle bakir
iyonlar1), substrat spesifikligi ve hiicresel lokalizasyonlar1 tiirden tiire Onemli
degisiklikler gosterir (Klabunde vd., 1998). Bu yapisal ve islevsel cesitlilik, PPO
enzimlerinin tekil bir model altinda siniflandirilmasini zorlastirmaktadir.

Ayrica PPO’larin bazi mikroorganizmalarda ve hayvan dokularinda da
bulundugu rapor edilmistir; ancak en yiiksek aktivite ve biyolojik dnemleri, bitkisel
sistemlerde goriilmektedir (Sullivan, 2015).

PPO, Uluslararas1 Biyokimya ve [UBMB altinda fenolik bilesiklerin kinonlara
oksidasyonunu katalize eden bakir iceren bir enzim olarak smiflandirilir. Bu
siiflandirma, substrat Ozgiilliikkleri ve reaksiyon mekanizmalar ile ayirt edilen
lakazlar ve katekol oksidazlar dahil olmak {izere ¢esitli PPO tiirlerini kapsar (Jukanti,
2017). Lakkazlar (EC 1.10.3.2); monofenollerden ziyade polifenoller iizerinde etkili
olan ¢ok ¢esitli fenolik substratlar1 oksitler (Ishigami vd., 1988). Katekol oksidazlar
(EC 1.10.3.1); monofenollerin o-difenollere ve ardindan o-difenollerin o-kinonlara
doniisiimiinii katalize ederek hem kresolaz hem de katekolaz aktivitelerini gosterir
(Jukanti, 2017).

PPOQO'lar tipik olarak monomerler ve trimerler gibi degisen molekiiler agirliklara
ve yapisal formlara sahip iki niikleer bakir i¢geren metaloproteinlerdir (Ishigami vd.,
1988; Kumar, 2015). Enzimin aktivitesi, islevini artirabilen veya engelleyebilen ¢esitli
metal iyonlarindan etkilenebilir (Kumar, 2015).

PPO'lar gida islemede ©nemli roller oynar ve iriin kalitesini ve tiiketici
kabuliinii etkileyen enzimatik esmerlesmeye katkida bulunur (Yilmaz ve Elmaci,
2018). Ayrica hastaliklarin tedavisi ve fenolik kirleticilerin atik sudan uzaklastirilmasi
gibi tibbi ve ¢evresel uygulamalarda da kullanilirlar (Kamal-Alahmad vd., 2015).

PPO'lar, bitki aleminde bulunan ve oncelikle orto-difenollerin orto-kinonlara
oksidasyonunu katalize etmedeki rolleriyle bilinen ve bu da hasarli dokularda
istenmeyen esmerlesmeye yol agan cesitli bir enzim grubudur. Bunun G&tesinde,
PPO'lar bitki biyolojisindeki ¢ok yonlii rollerini sergileyen cesitli fizyolojik ve

savunma mekanizmalarinda rol oynarlar (Tran vd., 2012).
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Oncelikle PPO'lar, yaralanma veya patojen saldirisi ile indiiklenen bitki
savunmast ile iligkilidir. Kesin mekanizmalar aragtirilmaya devam etmesine ragmen,
otcullara ve patojenlere karsi dirence katkida bulunurlar (Constabel ve Barbehenn,
2008). Baz1 PPQO'lar ayrica 6zel metabolitlerin biyosentezinde rol oynar ve bu da
onlarin sadece savunmanin 6tesinde 6nemlerini gosterir (Sullivan, 2015).

PPO'larin neden oldugu enzimatik esmerlesme, tarimsal iiretim ve gida
islemede Onemli zorluklar olusturur (Zhang, 2023). Devam eden arastirmalar,
PPO'larin aktivasyon mekanizmalarini aydinlatmay1 ve esmerlesmeyi azaltmak igin
aktivitelerini engelleme yontemlerini kesfetmeyi amacglamaktadir (Zhang, 2023).
PPO'lar bitki savunmasi ve metabolizmasi i¢in ¢ok dnemli olsa da, esmerlesme etkileri
tarimdaki faydalarin1 karmasiklastirarak, faydali ve zararl rolleri hakkinda dengeli
arastirma ihtiyacini1 vurgulamaktadir.

PPO, ¢ay iiretiminde ozellikle siyah ¢ayin lezzetini ve rengini belirleyen
teaflavinlerin olusumunda kritik bir enzimdir. PPO aktivitesi, enzim formuna (¢oziiniir
veya zar bagli) ve ¢ay cesidine bagli olarak degisir ve bu durum nihai iiriiniin kalitesini
etkiler (Liu vd., 2022). Enzim, fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalize ederek,
siyah ¢aym duyusal 6zelliklerinin olusumunda 6nemli rol oynayan teaflavinlerin
sentezini saglar (Jie vd., 2017).

Cay yapraklarinda ¢oziinlir (SpPo) ve zara bagli (mPPo) iki PPO formu
tanimlanmistir. Her iki form da difenollere kars1 yiiksek aktivite sergilerken, mPPO
asidik kosullarda daha fazla stabilite gosterir (Liu vd., 2022). PPO, zara bagli formun
¢Ozilinlir forma kiyasla substrat inhibisyonuna daha direngli oldugunu gosteren
caligmalarla ¢ay polifenollerinin teaflavinlere doniistiiriilmesini katalize eder (Liu vd.,
2022).

Cin'de yapilan bir calismada, farkli cay ¢esitlerinin {iretilen caym duyusal
ozelliklerini etkileyebilecek diizeyde degisen PPO aktivitesi sergiledigi bildirilmistir.
Bu kapsamda, Taoyuandaye ¢esidinin, Bixiangzao ¢esidine kiyasla daha yiiksek PPO
aktivitesi gosterdigi belirlenmistir (Huang vd., 2021).

Enzim aktivitesi; substratlara olan afinitesi ve aktivite diizeyi izoenzimlere
baglh olarak degismekte olup, sicaklik ve pH gibi ¢evresel faktorlerden de
etkilenmektedir (Jie vd., 2017). Bu enzim aktivitesi, teaflavin liretimini artirmak ve

genel cay kalitesini iyilestirmek amaciyla rekombinant teknolojiler araciligiyla
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optimize edilebilmektedir (Zeng vd., 2024).

1.1.2.3. Alkol Dehidrogenazlar (Etanol Dehidrogenazlar)

IUBMB tarafindan belirlenen EC sistemine gore ADH, oksidorediiktazlar
smifinin bir liyesi olarak EC 1.1.1.1 numarasiyla tanimlanmistir. Bu grup, primer ve
sekonder alkolleri karsilik gelen aldehit veya ketonlara oksidize eden enzimleri igerir
ve NAD*/NADP" gibi koenzimlere bagimlidir (Cornish-Bowden, 2014).

ADH enzimleri, canli organizmalarda etanol metabolizmasinda, ayrica endojen
metabolitlerin (6rnegin retinol) doéniisiimiinde gorev yapar. Insanlarda &zellikle
karacigerdeki ADH izoenzimleri, etanolii asetaldehite doniistiirerek detoksifikasyon
stirecinde merkezi bir rol oynar (Kubiak-Tomaszewska vd., 2020).

Bu enzimler cogunlukla ¢inko iceren metalloenzimlerdir ve g¢esitli canl
tiirlerinde farkli siniflandirmalara sahip izoformlar1 mevcuttur. Ornegin insanlarda
7’den fazla farkli ADH geni tanimlanmigtir ve bu gen firiinleri substrat spesifikligi,
kofaktér bagimliligi ve doku dagilimi agisindan farklilik gosterir (McDonald ve
Tipton, 2014). Yapisal diizeyde ADH enzimleri genellikle homodimerik veya
heterodimerik yapilardadir.

ADH’lar, biyoteknoloji ve ¢evre miithendisligi uygulamalarinda da degerlidir.
Ozellikle mikrobiyal ADH enzimleri, biyoyakit iiretimi ve biyoremediasyon gibi
endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir (Karigar ve Rao, 2011).

Tim bu yonleriyle, ADH enzimleri hem biyolojik fonksiyon hem de
uygulamal1 biyoteknoloji agisindan ¢ok yonlii ve kompleks yapilardir. Ancak farkl
organizmalarda izoenzimlerin ¢esitlili§i ve substrat farklari, bu enzimlerin tek bir
sistem altinda siniflandirilmasini zorlastirmaktadir (McDonald ve Tipton, 2023).

ADH, bitki metabolizmasinda 6zellikle aldehitlerin alkollere ve alkollerin
aldehitlere doniisiimiinde merkezi bir rol iistlenmektedir. Son dénemde yapilan
caligmalar, ADH nin katalitik islevlerine iligskin anlayis1 derinlestirmis ve bu enzimin
yalnizca geleneksel gorevleriyle simirli kalmayip cesitli biyokimyasal yollara da
katildigin1 ortaya koymustur. Bu kapsamda, ADH'nin 6zellikle stres kosullarinda
toksik aldehitlerin detoksifikasyonu ve anaerobik metabolizmanin siirdiiriilmesi gibi
siireclerde onemli katkilar sagladigi belirlenmistir (Langley vd., 2022; Pearce ve

Simokhin, 2022).
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ADH aktivitesi, anaerobik kosullara yanit olarak énemli 6l¢iide yukari regiile
edilir ve oksijen yoksunlugu sirasinda enerji liretimi i¢in hayati dnem tasiyan
asetaldehitin etanole doniistiiriilmesini kolaylagtirir (Tesniére ve Verries, 2001).

ADH, siyah ¢ay tiretiminde 6zellikle ugucu bilesiklerin biyosentezi ve iiriiniin
genel kalitesinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. ADH, aldehitlerin
alkollere indirgenmesini katalize ederek caymn aroma ve lezzet profili lizerinde
dogrudan etkili olmaktadir (Liu vd., 2022).

ADH aktivitesi, katalitik verimliligini artirdii bilinen ¢ay saponinlerinin
varligindan etkilenmektedir (Yuan vd., 2018). Ayrica, ADH ile peroksidazlar ve
polifenol oksidazlar gibi diger oksidatif enzimler arasindaki etkilesim, siyah c¢ayin
karakteristik aroma ve renk olusumunu belirleyen oksidasyon siirecleri agisindan kritik
oneme sahiptir (Verloop vd., 2016; Zhang vd., 2020). ADH gen ekspresyon
diizeylerinin istenen lezzet profilleriyle iliskili olmasi, bu enzimin cay kalitesini
iyilestirmeye yonelik 1slah programlarinda potansiyel bir hedef haline gelmesini
saglamaktadir (Zhang vd., 2020).

Buna ek olarak, saponin uygulamasi yoluyla ADH aktivitesinin optimize
edilmesi, icime hazir siyah cay iriinlerinin genel kalitesinin artirllmasina katki
sunabilir (Yuan vd., 2018). Ote yandan, ADH’nin lezzet gelisimine olumlu katki
saglamasina ragmen, bu enzim ile diger oksidatif enzimler arasindaki dengenin
bozulmasi ya da asir1 aktivite gostermesi, istenmeyen aroma bilesiklerinin olusumuna
yol acabilir. Bu durum, ¢ay isleme siirecinde enzimatik aktivitelerin dikkatle izlenmesi

ve kontrol edilmesi gerektigini ortaya koymaktadir (Yuan vd., 2018).

1.2. Camellia sinensis (L.) O. Kuntze

Cay (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze), Ericales takim1 Theaceae familyasi,
Camellia cinsine ait degerli bir kiiltiir bitkisidir (Weisburger, 1997). 9 metreye kadar
boylanabilen ¢ali veya kiiclik agactir. Yapraklar kisa sapli, eliptikten dar eliptige kadar,
disli, disler ise sivri ile yuvarlak arasi, ice dogru kivrik ve siyah uglu, derimsidir.
Yaprak ilk ¢iktiginda alt yiizeyinde ince uzun yumusak tiiylii olup daha sonra tiiysiiz
hale biiriiniir. Cicekler 1-3 adet yaprak koltugunda ve sarkik durumdadir. Sepaller 5-6
adet, esit olmayan ¢ok genis ve 3-5 mm biiyiikliigiindedir. Petaller 7-8 adet, tabanda

stamenlerle birlesik 15-20 mm biiytiikliiglinde beyaz renklidir. 3 kokuslu meyvenin her
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birinde 1-2 adet tohum bulunur, koyu kahverengi renkli ve sigilciklidir (Uzun, 2013).
Cay bitkisinde 2-3 sirali yan kokler ve giiclii bir ana kok bulunur. Sagak kokler
gelisimin {igilincli yi1linda olugsmaya baslar. Koklerin hiicrelerinde bol miktarda nisasta
bulunur (Kagar, 1984). Cay cok yillik bir bitki olup émrii 100 y1l kadardir ve her dem
yesil kalan bitkidir.

Cay bitkisinin anavatani, genel kabul goren goriise gore Giiney ve Giineydogu
Asya’dir. Bu bitki, 6zellikle Giineydogu Asya’nin yaklasik 30° kuzey enleminin
gilineyinde kalan bolgelerinde dogal olarak yayilim gostermektedir (Nathaniel, 2008).
Yabani ¢ay tiirlerinin, Cin’in Yunnan bdlgesi ile Hindistan’in Assam eyaleti arasinda
yer alan daglik kusakta dogal olarak yetistigi diisiiniilmektedir; ancak bu cografi
kokenin kesinligi konusunda bilim diinyasinda ortak bir goriis birligi bulunmamaktadir
(Hasimoto, 2001). Son yillarda yapilan genetik c¢aligmalar, kiiltiire alinmis gay
tirlerinin tek bir merkezden degil, birden fazla bagimsiz genetik havzadan
evrimlesmis olabilecegini gostermektedir (Zhang vd., 2018a). Arkeolojik veriler ise
cay bitkisinin yaklagik altt bin yi1l 6nce hem Cin’de hem de Hindistan’in
kuzeydogusunda, 6zellikle Assam bolgesinde varlik gosterdigine isaret etmektedir.
Zamanla bu bitkinin kullanimi1 Asya kitasindan Japonya’ya, oradan da Avrupa’ya —
ozellikle Biiyiik Britanya’ya — ve nihayetinde diinya geneline yayilmistir (Lanjekar,
2022). Yurdumuzda 3 varyete ile temsil edilir. Bunlar; Cin ¢ay1 olarak bilinen C.
sinensis var. sinensis (L.) O. Kuntze, Assam cay1 olarak bilinen C. sinensis var.
assamica (J. W. Masters) Kitamura ve Kambogya ¢ay1 olarak bilinen C. sinensis var.
lasiocalyx (G. Watt) A. P. Das & C. Ghosh’dir (Sakli ve Abanoz, 2024). Ulkemizde

%95°den daha fazla bir oranla C. sinensis var. sinensis varyetesi hakimdir.

1.3. Cay isleme Teknolojisi

Cayin islenmesindeki temel hedef, yas cay yapraginda bulunan ve c¢ayin
kalitesini olumlu yonde etkileyen bilesenlerin kaybolmadan ve bozulmadan kuru ¢aya
aktarilmasini saglamaktir; ayrica olumsuz etkisi olabilecek maddeleri zararsiz hale
getirmek veya yok etmek de amaclanir. Geleneksel ¢ay iiretiminde cay filizi, soldurma,
kivirma, oksidasyon ve kurutma asamalarindan gegcirilir. Bu iglemlerin temel amaci,
cay yapragindaki damarlar i¢cinde bulunan 6ziitiin yaprak yiizeyine dagilmasini ve

kurumasini saglamaktir. Cayin aromasinin olusumu, bitki tiirii, cografi konum, iklim
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ve iiretim kosullarina bagl olarak degisen karmasik bir siirectir. Ozellikle soldurma ve
fermantasyon asamalari, aroma bilesiklerinin olusumunu biiyiikk Olgiide etkiler.
Giliniimilizde ¢ay aromasi, Uriiniin fiyatin1 belirleyen 6nemli kalite kriterlerinden biri
olarak degerlendirilmektedir (Calikoglu ve Bayrak, 2009).

Ortodoks ve CTC yontemleri, diinya genelinde en yaygin bilinen iki ¢ay isleme
yontemidir. Siyah c¢ayin biiylik bir kism1 Ortodoks yontemiyle iiretilmektedir. Bu
yontemde ¢ay yapraklari, kivirma ve smiflandirma asamalarinda daha 6zenli bir
sekilde islenir; yapraklar pargalanmadan ve yapisal biitiinliik korunarak sekillendirilir,
bdylece ¢ayin aroma ve kalite 6zellikleri muhafaza edilir. Tiirkiye’de ise Ortodoks ve
CTC yontemlerinin yani sira, Caykur tarafindan gelistirilen ve kendi adiyla anilan
Caykur yontemi de kullanilmaktadir. Bu ii¢ yontem arasindaki temel fark, kivirma ve
siniflandirma asamalarinda ortaya ¢ikar. CTC yonteminde kivirma sirasinda yapraklari
parcalayan, yirtan ve biiken makineler (CTC makineleri) kullanilirken, Caykur
yonteminde rotorvan adi verilen bir makine tercih edilmektedir. Rotorvan yontemi,
standartlara gore toplanmamus, kart ve iri cay yapraklarini, et kiyma makinesine benzer
bir mekanizma ile isler; bu makineye rotorvan denir (Ozdemir, 1992).

Soldurma asamasmin temel amaci, iriin yapisindaki suyun bir kismini
uzaklastirarak yapmin kirilganhigini azaltmak ve sonraki islemlerde yapraklarin
kirilmasini dnlemektir. ikinci asama olan kivirma sirasinda, bitki hiicrelerindeki sivilar
aciga c¢ikar ve oksidasyon i¢in gerekli enzimlerin aktif hale gelmesi saglanir (Kagar,
2010). Kivirma islemi, oksidasyonun baslamasina zemin hazirlar (Bokuchava ve
Skobeleva, 1969). Cay iiretiminde kritik asamalardan biri olan oksidasyonda, polifenol
oksidaz aktivitesi sayesinde polifenoller, enzimler ve oksijen etkilesime girerek cayin
aromasini olusturur (Calikoglu ve Bayrak, 2009). Oksidasyonun ardindan yapilan
kurutma isleminde, enzimatik reaksiyonlar durdurulur, yapraktaki su uzaklastirilir ve
cay tasinabilir, depolanabilir hale getirilir. Son asama olan tasnifte ise yapraktaki lifler
ayrilir, ¢ay partikiilleri boyutlarina gore siniflandirilir ve tiiketime uygun hale getirilir

(Kagar, 2010).
1.3.1. Soldurma

Soldurma, kuru ¢ay {iiretim siirecinin ilk asamasini olusturur ve temel amaci,

yas ¢ay yapraginin kivirma islemi i¢in gerekli elastik yapiy1 kazanmasini saglamaktir.

20



Bu asamada yapraklardaki sivinin bir kismi uzaklastirilir; taze yapraklar %70-80 su
icerirken, soldurulmus yapraklarda bu oran yaklasik %50-55’e diiser (Sluijsmans,
1978). Yetersiz soldurma durumunda yaprak elastikiyetini kaybeder, kivirma islemi
tam olarak gerceklesmez ve damarlardaki siv1 yiizeye ¢ikamaz. Sonugta elde edilen
kuru ¢ayin rengi koyu siyah ve yiizeyi sert olur; i¢ildiginde metalik ve ot benzeri bir
tat olusturur. Asir1 soldurulmus yapraklarda ise damarlardaki sivi tamamen
kayboldugundan, kivirma islemi ger¢eklesmez ve kuru ¢ayda verim kayb1 goriiliir. Bu
durumda cay, iki renkli olabilir: siyah renk normal soldurulmus ¢ay1, kahverengi asiri
soldurulmus cayr ve yesil tamamen kurumus g¢ay1 temsil eder. Soldurma asamasi
sirasinda  kafein miktar1 artar; bu artis aminoasit miktarindaki yiikselmeyle
iligkilendirilmistir (Sanderson ve Selvendran, 1965). Kafeinin bir kisminin riboniikleik
asitten kaynaklandig1 bilinmektedir. Ayrica, soldurma sirasinda caydaki riboniikleik
asidin bir kism1 kafeine doniisiir ve bir kismi tanen (polifenol) ile birleserek kafein-
tannat bilesigini olusturur. Kafein-tannat, caymn buruk tadinin olusmasinda énemli bir
rol oynar (Altan, 1997).

Soldurma, siyah cay tiretiminde kritik bir agamay1 teskil eder ve nihai {irliniin
kalitesi ile lezzetini 6nemli 6lgiide belirler. Bu siireg, ¢ay yapraklarinin nem igeriginin
azaltilmasim kapsar ve farkli yontemlerle gerceklestirilebilir. Her bir yontem, elde
edilen iirlinlin kimyasal bilesimini ve duyusal 6zelliklerini dogrudan etkiler. Soldurma
uygulamalar1 arasinda fiziksel ve kimyasal tekniklerin yani sira dogal ortamda, sicak
hava ile ya da kirmiz1 151k altinda gergeklestirilen yontemler yer almaktadir (Deb ve
Pou, 2016).

Fiziksel ve kimyasal soldurma, siyah ¢ay tiretiminde 6nemli rol oynayan iki
temel siiregtir. Fiziksel soldurma, cay yapraklarindaki nem igeriginin %70-80
seviyelerinden %60—70’e kadar azaltilmasini igerir; bu durum yapraklarin sarkmasina
ve sonraki islemler i¢in gerekli olan 6zsu konsantrasyonunun artmasina neden olur
(Deb ve Pou, 2016). Kimyasal soldurma ise, karmasik bilesiklerin daha basit formlara
par¢alanmasini kolaylastirir; artan enzimatik aktivite ve ucucu bilesik olusumu
sayesinde caymn aroma ve lezzet Ozelliklerini gelistirir (Deb ve Pou, 2016). Bu
baglamda, soldurma islemi farkli yontemlerle gergeklestirilebilir. Dogal soldurma,
cevresel kosullardan yararlanarak gerceklestirilir ve lezzet bilesiklerinin olusumunu

onemli 6l¢iide etkiler (Huang vd., 2023). Sicak hava ile yapilan soldurma, ugucu
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bilesiklerin ve katesin seviyelerinin artisina katkida bulunarak lezzet zenginligini
artirirken (Huang vd., 2023), kirmiz1 151k altinda uygulanan soldurma yontemi ise
aciligl azaltmakta ve amino asitler ile teaflavinlerin miktarini1 artirarak cayin tat
kalitesini iyilestirmektedir (Li vd., 2021)

Siyah ¢ay tliretiminde dogal soldurma yontemi, nihai {iriiniin lezzet ve kalitesini
onemli Olciide etkileyen kritik bir agamadir. Bu yontem, taze ¢ay yapraklariin ortam
kosullarinda kademeli olarak nem kaybetmesine olanak taniyarak, lezzet gelisimini
destekleyen enzimatik reaksiyonlari tesvik eder. Dogal soldurma siireci, taze toplanan
yapraklarin ~ kontrolli ¢evresel kosullarda bekletilmesiyle nemin yavasca
buharlagsmasini saglar; bu da polifenollerin oksidasyonunu kolaylastirarak teaflavinler
ve tearubiginler gibi ¢ayimn renk ve lezzet ozelliklerine katki saglayan bilesiklerin
olusumunu destekler (Yuan vd., 2018). Ayrica, bu yontem aroma bilesiklerinin
biyosentezinden sorumlu genlerin ekspresyonunu etkileyerek cayin genel lezzet
profilini iyilestirir (Huang vd., 2023). Umami tadinin olusumunda énemli rol oynayan
protein igermeyen amino asitlerden teaninin birikimi de dogal soldurma ile tesvik
edilmektedir (Huang vd., 2023). Mekanik ya da 1s1yla gergeklestirilen diger soldurma
yontemlerinden farkli olarak, dogal soldurma ¢ayin dogal bilesimini ve safligini korur,
asir1 fermantasyonu onleyerek daha otantik ve dengeli bir tat elde edilmesini saglar

(Nan, 2017; Yuan vd., 2018).

1.4. Literatiir Ozeti

Soldurma, taze yapraklarin toplanmasindan belirli isleme adimlarina kadar
uzanan prosediirler de dahil olmak iizere her tiirlii ¢ayin islenmesinde kritik bir
prosediirdiir. Islem, zamana ve i¢ degisikliklere bagl olarak kabaca yayma ve
soldurma olarak ikiye ayrilir. Yayma islemi daha kisa siirer, genellikle birkag saat stirer
ve ¢ay yapraklari lapalasana ve ylizey sonraki islemler i¢in yeterince siyah olana kadar
yalnizca su dagilimiyla iligkili fiziksel degisiklikler meydana gelir. Yesil, sar1 ve koyu
caylarin yayilma siireleri siki bir sekilde kontrol edilmelidir. Soldurma islemi daha
uzun siirer ¢ilinkli su dagilimin1 ve taze yapraklardaki enzimlerin neden oldugu
kimyasal degisiklikleri icerir. Siirekli su kaybi ve hiicre gegirgenligi arttikca, yapraklar
giderek daha yumusak ve koyu hale gelir ve taze yapraklardaki enzimlerin aktivitesini

ayarlar. Soldurma islemi sirasinda, PPO gibi enzimler tarafindan katalize edilen
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polisakkaritlerin, proteinlerin ve glikozitlerin hidrolizi, ¢oziiniir sekerler, amino asitler
ve aroma bilesikleri iiretir. Bunlar, ikincil metabolizma i¢in enerji ve temel maddeler
saglar ve sinerjik olarak ¢ay aroma kalitesinin olusumunu destekler (Wu vd., 2019).

PPO’nun c¢ay iiriinlerinin duyusal kalitesini optimize etmede ve hasat sonrasi
ve liretim sirasinda ¢ayin fonksiyonel bilesenlerinin iiretimini tesvik etmedeki kritik
rolii arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. PPO'nun patojen istilasina ve zararlilarin
hayatta kalmasina kars1 savunmada rol oynadig1 ve ¢ay bitkilerinde biiylime evreleri
boyunca dogustan ve adaptif bagisiklik sagladig1 bildirilmistir (Yang vd., 2013; Liao
vd., 2019). Buna karsilik, bazi1 zararlilar, hasat sonrasi ¢ayda yalnizca renk ve tat gibi
duyusal nitelikleri degil, ayn1 zamanda anti-enflamatuar, antioksidan ve diger
farmakolojik 6zellikleri de olan fonksiyonel bilesenlerin konsantrasyonunu artirmak
icin PPO'yu 6nemli 6l¢iide aktive edebilir ve boylece ¢ayin duyusal kalitesini ve ticari
kullanimimi artirir (Sang vd., 2011). Cay driinleri, liretim siiregleri boyunca PPO
aktivitesine gore oksitlenmemis yesil ¢ay, yar1 oksitlenmis oolong cay1, beyaz ¢ay ve
sar1 cay, tamamen oksitlenmis siyah cay ve fermente koyu cay olmak {izere alt1
kategoriye ayrilir. Toplam polifenollerdeki azalma egilimi, yesil ¢cay katesinlerinin
siyah ¢ay pigmentlerine doniisiimiinden kaynaklanmaktadir (Tanaka ve Kouno, 2003).
Katesinler, yesil caydaki en zengin polifenollerdir, yaprak mezofil hiicrelerinde
bulunur ve ¢ay demlenmesine acilik ve burukluk verir (Ye vd., 2018; Dai vd., 2019).
Siyah cay isleme boyunca, oOzellikle soldurma asamasinda, endojen enzimler
(peroksidaz ve polifenol oksidaz), katesinlerin (monomerler) dimerik bilesiklere
(theaflavinler) oksidasyonu ve dimerizasyonu igin tetiklenir.

Nem igerigi, ortam pH'si, bagil nem, sicaklik ve solma siiresi taze
yapraklardaki PPO aktivitesini etkiler (Deb ve Pou, 2016; Guo vd., 2021). Taze
yapraklarin nem icerigi yaklasik %75'tir ve soldurma islemi, soldurma derecesine bagl
olarak oolong, siyah ve beyaz ¢aylarda bu orani sirasiyla yaklasik %30, %40 ve %60'a
diisiiriir (Olmez ve Y1lmaz, 2010). Taze cay yapraklarinda PPO aktivitesi igin ideal pH
aralig1 5,0-6,5'tur; 3,5 pH degerinde PPO aktivitesi nemli 6l¢iide engellenmistir (Guo
vd., 2021). Soldurma, ortam pH'sini diisliren ve enzimin optimum sekilde ¢alismasini
engelleyen organik asitler olusturmakla kalmaz (Chen vd., 2019); su stresi ve protein
bozulmasi, taze yapraklardaki PPO aktivitesinin azalmasima da neden olur. Ancak,

yeterli su kosullarina maruz kaldiktan sonra PPO aktivitesinin normale dénmesi, PPO
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aktivitesinin taze yapraklarin su igerigiyle dogrudan iligkili oldugunu gosterir (Ullah
ve Roy, 1982).

Buna karsilik, aym1 zaman kosullar1 altinda, soldurma sicakligi ne kadar
yuksekse, PPO aktivitesi o kadar ylksektir (Zhou vd., 2020a). Ancak, soldurma
sicaklig1 38°C'yi astiginda PPO aktivitesi inhibe olur (Deb ve Pou, 2016; Ntezimana
vd., 2021). Oda sicakligindaki isleme kiyasla, diisiik sicaklikta soldurma, flavanol
iretiminde rol oynayan genlerin ekspresyonunu korurken PPO aktivitesini
geciktirebilir ve baskilayabilir, dolayisiyla geng yapraklardaki polifenollerin
oksidasyonunu azaltabilir (Yu vd., 2020a). Endiistriyel iiretimde, aragtirmacilar ¢ay
yapraklarinin 4°C sicaklikta ve %90 bagil nemde uzun siireli soldurulmasinin ¢ay
yapraklarinda daha az PPO aktivitesi kaybmna yol agtigini ve soguk depolama
soldurmas1 ile geleneksel soldurma arasinda nihai iiriin kalitesinde 6nemli bir fark
olmadigint gozlemlemislerdir. Bu durum, kotii depolama kosullart ve yiiksek
hammadde kayiplarindan kaynaklanan hasat sonrasi kayiplar1 dnlemeye yardimci
olabilecegi gibi, iiretim dongiisiinii de uzatarak c¢ay endiistrisi i¢in faydali olabilir
(Olmez ve Yilmaz, 2010; Zhang vd., 2019). Yukarida belirtilen bulgulara gore, yesil
cay icin optimum yayilma parametreleri genel olarak %70 nem, 25°C sicaklik ve 8
saattir (Ren vd., 2020). %60 nem, 28°C sicaklik ve 8 &+ 0,5 saatlik soldurma siiresi,
yuksek kaliteli siyah ¢ay islemek i¢in en uygun kosullardir ve siyah ¢ayin kokusunu,
tadin1 ve diger 6zelliklerini 6nemli dl¢tide iyilestirir (Tomlins ve Mashingaidze, 1997;
Ntezimana vd., 2021). Beyaz ¢ay kalitesi, uzun siireli soldurma sirasinda taze yaprak
kalintilarinin kendiliginden oksidasyonu ile belirlenir ve bu durum PPO aktivitesini ne
destekler ne de engeller (Yang vd., 2018). Bu nedenle, PPO aktivitesi ile kademeli ve
hafif oksidasyon arasinda bir denge saglamak ve bdylece tarimsal kalkinmaya fayda
saglamak ve beyaz caym kalitesini korumak i¢in soldurma islemi boyunca PPO
aktivitesinin kontrol edilmesi gerekir. Bu nedenle, ¢ay {irlinlerinin kalitesini korumak
amaciyla soldurma islemi boyunca PPO aktivitesi kontrol edilmelidir. Cayin saglik
yararlar1 ve duyusal kalitesi, bu siiregte PPO aktivitesinin diizenlenmesiyle dnemli
Olciide artirilabilir. Boylece, tiiketicilere gilinliik saglik bakimi i¢in daha gesitli ve
kaliteli tirtinler sunulabilir.

Cayin ucucu bilesenleri metabolik kokenlerine gore dort ana sinifa ayrilabilir:

yag asidi tiirevleri, fenilpropanoidler/benzenoidler, terpenoidler ve norisoprenoidler
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(Yang vd.,2013; Fu vd., 2017). Bu siniflar arasinda yag asidi tiirevleri, hasat sonrast
stirecte ¢ay aromasini belirlemede hayati bir rol oynar.

Onemli bir nakit {iriinii olan cay bitkisi, hasat sonrasi siirecte 151k, 151 ve
yaralanma stresleriyle karsi karstya kalir (Cho vd., 2007; Gui vd., 2015). Hekzanal,
cis-3-hekzenal, hekzanol ve cis-3-hekzenol dahil olmak {izere Cs bilesikleri, uzun
zincirli doymamis yag asitlerinden (6rnegin, linolenik asit ve linoleik asit) tiiretilen
ucucu bilesiklerdir. U¢ enzim olan LOX (lipoksigenaz, EC 1.13.11.12), HPL
(hidroperoksit liyaz, EC 4.1.2.-), ADH (alkol dehidrogenaz, EC 1.1.1.1) ve LOX-HPL
yolundaki bir izomerizasyon faktorii, cay yapraklarindaki ugucu Cs bilesiklerinin
biyosentezinden sorumludur. Bunlar arasinda, yiliksek bitkilerin kisa zincirli alkol
metabolizmasinda rol oynayan ¢inko igeren bir enzim olan ADH, biyotik ve abiyotik
stres altinda aktive olur (Kagi ve Vallee, 1960; Heinstra vd., 1989; Mangolin vd.,
1994). ADH aktivasyonunun ardindan, Ce-aldehitler, oksijen eksikligi kosullarinda,
anaerobik kosullarin bir gdstergesi olarak kabul edilen ADH'nin enzimatik etkisiyle
Cs-alkollere indirgenir (Francis vd., 1974; Sekiya, vd., 1984). Ce-aldehitler ve Ce-
alkoller, yalnizca bitki savunma bilesikleri degil, ayn1 zamanda ¢ay aromasinin énemli
onciileri olan yesil yaprak ugucularinin temel bilesenleridir (Mu vd., 2014; Ono vd.,
2016). Dolayisiyla, ADH'nin aktivitesi ve ilgili genlerinin ekspresyonu, hasat sonrasi
siirecte cay kalitesinin gelisimi i¢in temeldir.

38 °C'nin iizerindeki siyah ¢ay soldurma sicakligi, yaprak hiicre matrisinin
erken hasar gormesi nedeniyle enzimatik aktiviteyi etkilerken, daha diisiik bir sicaklik
katesinlerin theaflavinlere (TF) doniisiimiinii engeller (Deb ve Pou, 2016). Onceki
arastirmalar, soldurulmus yapraklardaki %60 nem oraninin kalite puanlar1 ve siyah cay
aktivitesi icin ideal oldugunu ortaya koymustur (Zhou vd., 2020b). Soldurma
strasindaki bagil nemin amino asitler, ¢oziiniir sekerler ve polifenoller tizerinde 6nemli
bir etkiye sahip oldugu ve %55 ve %65 bagil nemin siyah ¢ayin aroma ve tat kalitesini
artirabilecegi bildirilmistir (Zhou vd., 2020b).

Aslinda, 6nceki ¢aligmalar, biyolojik makromolekiillerin hidrolizinin soldurma
islemi sirasinda hayati bir kimyasal reaksiyon oldugunu gostermistir (Wu, vd., 2019).
Polisakkaritler ve proteinler, hidrolitik enzimler altinda hidrolize edilir ve bu da
strastyla ¢ozliniir seker ve amino asit icerigini artirarak siyah cay aroma kalitesinin

gelisimine sinerjik olarak katkida bulunur (Deb ve Pou, 2016; Wu,vd., 2019).
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Glikozidik olarak bagli ucucu maddeler de geraniol ve linalool gibi siyah ¢ayn iliskili
aroma kalitesi bilesiklerinin olusumunu desteklemek icin glikozidaz varliginda bir
hidroliz islemine tabi tutulur (Zheng vd., 2016). Ek olarak, katesinler gibi kii¢iik
molekiillerin izomerizasyon reaksiyonu da siyah cayin kalitesini iyilestirmek ig¢in
faydalidir (Obanda vd., 2001). Soldurma siiresi, isleme sirasinda siyah cay
metabolitlerini etkileyen faktorlerden biridir. Ancak, siyah cay kalitesi, kimyasal
degisiklikler ve besin 6zellikleri iizerindeki etkisi hala belirsizdir.

Amino asitlerin artan egilimi, protein molekiillerinin peptidaz tarafindan basit
amino asitlere parcalanmasindan kaynaklanmaktadir; siyah cayin solmasi sirasinda
protein, toplam igeriginin yaklasik %1,2'si oraninda azalmigtir (Tomlins ve
Mashingaidze, 1997). Serbest amino asitlerin metabolizmasi, siyah ¢ayin kalitesi ve
lezzetinde kritik bir rol oynar. Amino asitlerin goreceli icerigindeki artig, soldurma
sirasindaki protein bozunma hizina baglidir (Wang vd., 2019). Aromatik amino asitler,
yani L-fenilalanin, L-triptofan ve L-tirozin, soldurma sirasinda pentoz fosfat yoluyla
korizat (Onciilleri) sentezi nedeniyle artmistir (Yu vd., 2020a). Cayda nispeten bol
bulunan bir amino asit olan glutamin, soldurma siiresinin artmasiyla azalir; bunun
nedeni muhtemelen teanin sentezinde etilamin olusumuna katkida bulunmasidir (Yu
vd., 2020). Bu nedenle, glutaminden sentezlenen glutamat ve Gamma-Aminobiitirik
Asit (GABA), GABA'nin goreceli iceriginde bir artisa neden olabilir (Bak vd., 2006).
Ek olarak, soldurma sirasinda klorofil pigmentindeki azalma glutamat igerigini azaltir
(Yu, vd., 2019).

Cay bitkisinde peptidaz aktivitesi ozellikle siirgiin uclarinda gézlemlenmistir.
Bu aktivite, cay bitkisinin farkli ¢esitlerinde degisiklik gostermektedir. Soldurma
asamas1 sirasinda peptidazlar, proteinlerin amino asitlere par¢calanmasinda 6nemli bir
rol oynamaktadir (Sanderson ve Roberts, 1964).

Cay bitkilerinde PPO aktivitesi, siyah ¢ay liretiminin temel agsamalarindan biri
olan solma stirecinde belirgin sekilde degisime ugramaktadir. Arastirmalar, solma
sirasinda meydana gelen kismi su kaybinin PPO seviyelerinde bir diisiise yol actiginy;
ancak yapraklarda mevcut olan substratlarin oksidasyonu i¢in hala yeterli diizeyde
enzim aktivitesinin korundugunu ortaya koymustur (Ullah ve Roy, 1982).

PPO aktivitesi, ¢evresel etkenlere kars1 oldukca hassastir ve 6zellikle sicaklik

ile mevsimsel degiskenlikten etkilenmektedir. [lkbahar aylarina kiyasla yaz aylarinda
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daha yiiksek PPO aktivitesi gozlemlenmis; bunun da c¢ayin kimyasal bilesimi ve
kalitesi iizerinde dogrudan etkili oldugu bildirilmistir (Takeo, 1966). Solma islemi,
kivirma gibi mekanik islemlerle birlestirildiginde ise PPO aktivitesinde kayda deger
bir artis meydana gelmektedir (Takeo, 1966).

Her ne kadar PPO aktivitesi solma siirecinde azalma egilimi gosterse de
rehidrasyon sonrasinda eski diizeyine ulasabilmektedir (Ullah ve Roy, 1982). Ote
yandan, yiiksek sicakliklara maruz kalinan solma kosullari, enzim aktivitesini
hizlandirmakta; yaz aylarinda artan bu aktivite diizeyi, iiretilen ¢ayin kalitesini dnemli
Olciide etkilemektedir (Takeo, 1966).

Cay bitkilerinde solma islemi sirasinda ADH aktivitesi, ¢ayda lezzet ve aroma
gelisimi i¢in ¢ok Onemlidir. Cay iiretiminde 6nemli bir adim olan solma, ugucu
bilesiklerin, ozellikle ¢ayin aromatik profili icin gerekli olan Cé6-alkollerin
doniisiimiine katkida bulunan enzimatik aktiviteleri etkiler. ADH aktivitesi solma
asamasinda onemli 6l¢iide artar ve C6-aldehitlerin aroma gelisimi icin hayati dnem
tagityan Cé6-alkollere doniistiiriilmesini kolaylastirir (Zhou vd., 2020b).

Solma islemi, katesinlerde bir azalmaya ve ¢oziiniir sekerler ve amino asitlerde
bir artisa yol agarak ¢ayin genel lezzet profilini artirir (Li vd., 2024). Solma siirecinde
proteinlerin ve diger metabolitlerin par¢alanmasi, igecegin renk canliligi ve damakta
biraktig1 dolgunluk gibi arzu edilen niteliklerin gelisimine de katkida bulunur (Ullah
vd., 1984; Wu vd., 2018). Serbest amino asit igerikleri ¢ay kalite glivencesi i¢in 6nemli
bir kriter olarak kabul edilir ve tat ve renk agisindan genel kaliteye katkida bulunur
(Yao vd., 20006).

Solma sirasinda ADH aktivitesindeki artis lezzet gelistirme i¢in faydali olsa da,
asir1 solma diger bilesiklerde istenmeyen degisikliklere yol acabilir ve potansiyel
olarak ¢ayin genel kalitesini etkileyebilir. Solma kosullarinin dengelenmesi, hem ADH
aktivitesini hem de diger anahtar metabolitlerin korunmasini optimize etmek ig¢in
esastir (Qi vd., 2024).

Cay iretiminde kullanilan soldurma teknelerinin tasarimi1 ve islevsel
parametreleri iizerine ¢esitli arastirmalar gerceklestirilmistir. Singh vd. (2012),
Ozellestirilmis bir soldurma teknesi kullanarak amino asit diizeyi, PPO ve POD enzim
aktiviteleri ile nem igerigi gibi baz1 biyokimyasal ve fiziksel parametrelerde soldurma

slireci boyunca meydana gelen degisimleri incelemistir. Deneysel siiregte hava hizi,
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sicaklik ve nem gibi ¢evresel faktorler kontrollii sekilde ayarlanmistir. Elde edilen
bulgular, 6zellestirilmis sistemlerde gerceklestirilen kontrollii soldurma isleminin,
dogal soldurma yontemine kiyasla hedeflenen biyokimyasal ve fiziksel 6zelliklere
daha kisa siirede ulagilmasini sagladigini ortaya koymustur.

Soldurmanin siyah ¢ay kalitesi {izerindeki belirleyici roliinii géz Oniinde
bulundurarak, bazi arastirmacilar siyah c¢ayin kalitesini iyilestirmek i¢in bu asamay1
arastirmiglardir. Muthumani ve Kumar (2007) tarafindan yapilan bir arastirmada,
dondurma-soldurma teknigi kullanilarak soldurma siiresi kisaltilmistir. Soldurulan
yapraklarin kalitesi, geleneksel yontemlerle soldurulanlara goére daha yiiksek
bulunmustur. Baruah vd. (2012) soldurma sirasinda nem kaybinin ve sicakligin
teaflavinler, (TF) tearubiginler (TR) ve ugucu aromali bilesenlerin olusumu tizerindeki
etkisini incelemistir.

Sabhapondit vd. (2014) solmus yapragin farkli nem igeriginin PPO ve POD
oksidatif enzimlerin aktivitesi ve teaflavin ve tearubigin olusumu iizerindeki etkisini
gormek i¢in bir calisma yapmislardir. Kalidass vd. (2019) CTC (kes, kopar, kivir)
siyah c¢ay iiretiminde soldurma siirecinde meydana gelen biyokimyasal degisiklikleri
incelemiglerdir. Nasir vd. (2015) bes farkli klon ve bes farkli soldurma stiresi
belirleyerek siyah ¢ayin kalitesini aragtirmislardir.

Owuor ve Obanda (1996) siyah cay kalitesi iizerine soldurma sicakliginin
etkisini arastirmiglardir. Aftab vd. (2015) farkli soldurma zamanlamasinin siyah ¢ayin
polifenolleri ve kafein igerikleri iizerine etkisini incelemislerdir. Bunun i¢in iki farkl
ayda (Temmuz ve Agustos) ve farkli soldurma araliklarinda (21, 22, 23 ve 24 saat)
teaflavin ve polifenollerdeki degisiklikleri gozlemlemislerdir. Too vd. (2015) giines
15181 ve soldurma etkisine gore ¢ay siirglinlerinin farkli bdliimlerinde teanin
diizeylerini belirlemeyi amacglamiglardir.

Onceki aragtirmalar, solmus yapraklarin %60 nem igeriginin kalite puanlari ve
siyah ¢ay aktivitesi i¢in optimal goriindiigiinii ortaya ¢ikarmistir (Zhou vd., 2020b).
Soldurma sirasindaki bagil nemin amino asitler, ¢dziiniir sekerler ve polifenoller
tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu ve %55 ve %65 bagil nemin siyah ¢aymn
aromasini ve tat kalitesini artirabilecegi bildirilmistir (Qiu vd., 2014).

Omiadze vd. (2014), siyah cay iretimi sirasinda soldurma asamasindaki

biyokimyasal siirecleri incelemistir. Ye vd. (2018), yesil cayda soldurma sirasinda
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amino asit, katesin, kafein ve gallik asitte dinamik degisiklikleri incelemislerdir. Ye
vd. (2020), soldurmanin solmus c¢ay yapraklarinin temel fiziksel ozellikleri
(elastikiyet, plastisite, esneklik) ve Kongou siyah ¢aymnin duyusal kalitesi tizerindeki
etkilerini arastirmiglardir. Soheili-Fard vd. (2015) soldurma isleminin siyah g¢ayin
duyusal 6zelliklerine etkisini tespit etmislerdir.

Cay yapraklarinin kuru agirliginin yaklasik %15-25’ini proteinler olusturur. Bu
proteinlerin biiylik bir kism1 suda ¢6ziinmez niteliktedir. Soldurma sirasinda peptidaz
enzimleri, proteinleri parcalayarak aminoasitlere doniistiiriir ve olusan serbest
aminoasitler siyah ¢ayin aromasini etkiler. Cay yapraklarindaki toplam azot miktari,
proteinler, aminoasitler ve kafein kaynakli olup, yapragin yasi, ¢esidi, toprak ve iklim
kosullar1 ile uygulanan kiiltiirel tedbirlere bagl olarak degisiklik gosterir. Azot orani
%4,1’in altina diistiiglinde bitkide azot eksikligine bagli olarak verim ve kalite
diistisleri gozlemlenebilir. Aminoasitler ve proteinler, cay deminin doygunlugunu
artirmanin yani sira, polifenollerle olusturduklar1 kompleksler araciligiyla siyah caymn
tadin1 da olumlu yonde etkilemektedir (Safi, 2018).

Emdadi vd. (2009) yapmis olduklari calismalarinda ¢ay yapraklarinin soldurma
stiresinin ve fermantasyon kosullarinin siyah cay kalite parametreleri iizerindeki
etkisini incelemek i¢in bir yanit yiizeyi metodolojisi olan merkezi kompozit tasarim
teknigini kullanmiglar ve soldurma siireleri olarak 10-15-20 saati denemislerdir.
Teaflavin olusumunun en yliksek seviyelerinin soldurma siiresi yaklagik 19-20 saat ve
fermantasyon siiresi ise yaklasik 25-30 dakika oldugu zamanda tespit edilmistir.

Soldurma siireleri, siyah cay iiretimi sirasinda ¢ay yapraklarinin toplam serbest
amino asitlerini ve mineral igerigini etkiler (Jabeen vd., 2019). Siyah cay iiretiminde
soldurma zaman alic1 bir asamadir (Owuor ve Orchard, 1991). Zaman, sicaklik ve
bagil nem gibi uygun soldurma kosullari, iklime, iiretim bolgesine ve kullanilan tiretim
slirecinin tiiriine bagli olarak degisebilir (Tomlins ve Mashingaidze, 1997). Uygun bir
soldurma siiresi, alkoller, esterler, aldehitler ve ketonlarin yani sira az sayida asit, fenol
ve hidrokarbon dahil olmak iizere ¢ogu ugucu bilesenin konsantrasyonlarini artirabilir
(Zhou vd., 2020b).

Ntezimana vd. (2021) farkli soldurma siirelerinin (4, 8, 10 ve 12 saat) siyah
cayin duyusal niteliklerini, kimyasal bilesenlerini ve besin 6zelliklerini etkiledigini

ifade etmislerdir. Genel sonuglar1 degerlendirdiklerinde ise 8 ila 10 saat aras1 soldurma
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stiresinin siyah cay kalitesini ve besin 6zelliklerini iyilestirebilecegini belirtmislerdir.

Soldurma, siyah c¢ayin kalitesini artirmak ve kendine Ozgli aromasini
olusturmak i¢in gerekli bir islemdir. Cay yapraklarinin nem igerigi, soldurma
derecesinin onemli bir gostergesidir (Huang vd., 2023). Belirli bir soldurma siiresi
olmamakla birlikte, genellikle 14-18 saat optimum siire olarak kabul edilir. Cay
stirglinlerinin diizgiin ve dengeli bir sekilde soldurulmasi, biiyiik 6l¢iide toplama,
ellegleme, tasima, cevre kosullari, siire ve sicakliga baghidir. Bu nedenle, yiiksek
kaliteli ¢ay tiikketimini saglamak i¢in soldurma asamasi dikkatlice izlenmelidir (Deb ve
Pou, 2016). Mevcut literatiir incelendiginde, siyah c¢ayin kalitesi iizerine soldurma
siireglerine iliskin pek c¢ok calismanin bulundugu; ancak bu siireglerin enzim
aktiviteleri tlizerindeki etkilerini inceleyen arastirmalarin sinirli sayida oldugu
goriilmektedir. Bununla birlikte, literatiirde dogal soldurma yontemi ile farkli
soldurma siirelerinin ¢ay bitkisindeki ADH, peptidaz ve PPO aktiviteleri tizerindeki
etkilerini inceleyen herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu ¢alisma, dogal
soldurma yontemi ile farkli soldurma siirelerinin siyah c¢ayin renk, tat ve aroma gibi
kalite parametrelerini etkileyen ADH, peptidaz ve PPO aktivitelerinde meydana gelen
degisimleri iki farkli ¢ay klonunda (Ali Riza Erten ve Zihni Derin) analiz ederek ortaya
koymay1 amaglayan ilk aragtirmadir. Bu temel amag¢ dogrultusunda, Caykur Atatiirk
Cay ve Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii Miidiirliigiintin ¢ay fidanliklarinda
kontrollii kosullar altinda yetistirilen Ali Riza Erten ve Zihni Derin klonlar se¢ilmis,
farkli soldurma siirelerine gore enzim aktiviteleri belirlenmis ve her iki klonda ¢ay
kalitesine yonelik enzim aktivitesi degisimleri tespit edilmistir. Bulgular, literatiirdeki
veriler 1s18inda tartigilarak degerlendirilmistir. Bu calisma, siyah c¢aym kalite

ozelliklerini iyilestirmek i¢in soldurma konusunda teorik bir temel sunmaktadir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Orneklerin Temini ve Analize Hazir Hale Getirilmesi

Atatiirk Cay ve Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisti’niin ¢ay fidanliklarinda
kontrollii bir sekilde yetistirilen Ali Riza Erten ve Zihni Derin cay klonlarmin
(Camellia sinensis L.) taze yapraklar1 geleneksel Tiirk ¢ay1 hasat standardina (bir
tomurcuk ve 2 yaprak) gore 2023 yilinin ikinci slirgiin doneminde toplandi. Her bir
klona ait toplanan taze ¢ay yapraklar1 golgeli ve havadar bir ortamda ince bir tabaka
halinde temiz bezler iizerine serildi ve dogal soldurma yontemi ile islendi. Yapraklar
direkt giines 1s1gindan korunarak, golge ve hava akimi olan bir ortamda dogal olarak
16, 17, 18, 19, 20 ve 24 saat boyunca solduruldu. Esit soldurmay1 saglamak i¢in
yapraklar ara sira nazikc¢e karigtirildi. Kontrol 6rnekleri taze yaprak olarak (0 saat)

muhafaza edildi. Her uygulama igin ii¢ tekrar gergeklestirildi.

2.2. Laboratuvar Analizleri

2.2.1. Enzim Ekstraktimin Hazirlanmasi

25 gram (gr) cay, s1vi azot ile par¢alandiktan sonra tizerine 100 mililitre (mL)
polietilen glikol (PEG) eklendi ve karistirildi. Karisim 50 mL falcon tiiplere
doldurulduktan sonra hassas terazide tartild1 ve agirliklan esitlendi. 4 °C’de 10,000
rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrast pellet atild1 ve slipernatant ham

enzim ekstrakt1 olarak kullanildi.

2.2.2. Protein Analizi

Protein konsantrasyonu, Coomassie Blue G-250 kullanilarak Bradford
metoduna gore tayin edildi (Bradford, 1976). Coomassie Brillant Blue G-250, negatif
bir ylike sahiptir ve protein iizerindeki pozitif yiike baglanir.

Bradford Ayiraci: 50 mg Coomassie Brillant Blue G-250 6nce 25 ml %95°1ik
etanolde ¢oziildiikten sonra bu ¢ozeltiye 50 mL %85’°lik fosforik asit ilave edildi.
Manyetik karistiricida karigtirilirken {izerine biraz saf su eklendi ve iyice ¢oziindiikten
sonra ¢ozeltinin son hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan Coomassie

Brillant Blue G-250 siseye doldurulmadan 6nce filtre kagidi ile iki kez siizildii.
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BSA (Bovin Serum Albumin): 1 mg BSA tartild1 ve 1000 mikrolitre (uL) saf su
icerisinde vortekslenerek karigtirildi ve son hacmi 1/1 olan ¢ozelti elde edildi.
Hazirlanan 1/1 BSA ¢ozeltisinden 1 mL’lik eppendorfa 250 pL alinarak tlizerine 750
uL saf su eklendi ve 250 puL / 1 mL oraninda BSA ¢6zeltisi hazirlandi ve deneyde stok

¢Ozelti olarak kullanildi.

2.2.2.1. Protein Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Ependorf i¢ine ilk once saf su, daha sonra BSA, daha sonra ise Coomassie
Brillant Blue G-250 eklendi (Tablo 1). Coomassie Brillant Blue G-250 eklendikten
sonra vorteksleme islemi yapildi. Vortekslenen 6rnekler 5 dakika karanlikta bekletildi
ve bu siirenin bitiminde 595 nanometrede (nm) absorbans degerleri okundu. Elde
edilen absorbans degerlerinden standart grafigi ¢izildi. Cizilen bu grafigin egiminden

yararlanilarak enzim 6rneklerinin protein miktarlar1 hesaplandi (Tiirkhan vd., 2018).

Tablo 1. Protein standart grafiginin hazirlanmasi asamasinda kullanilan ¢ozelti ve
miktarlart

Ki K2 S1 S2 S3 S4 SS S6 S7

Son derisim 0 0 8 10 20 40 60 80 100
(uL/mL

250uL/ITmL BSA 0 0 4 8 16 32 48 64 80
Saf su (uL) 200 200 196 192 184 168 152 136 120

Coomassie 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Brillant Blue G-
250 (uL)

K: Kor; S: Standart

2.2.2.2. Protein Miktariin Olciilmesi

Ependorf icine ilk once saf su, daha sonra enzim ekstrakti, daha sonra ise
Coomassie Brillant Blue G-250 eklendi (Tablo 2). Coomassie Brillant Blue G-250
eklendikten sonra vorteksleme islemi yapildi. Vortekslenen oOrnekler 5 dakika

karanlikta bekletildi ve bu siirenin bitiminde 595 nm’de absorbans degerleri kore kars1

okundu (Tiirkhan vd., 2018).
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Tablo 2. Protein miktarinin 6lgiilmesi asamasinda kullanilan ¢6zelti ve miktarlart

K1 K2 01
Son derisim (uL/mL 0 0 5
250uL/ImL BSA 0 0 4
Saf'su (uL) 200 200 196
Coomassie Brillant Blue G-250 (uL) 1000 1000 1000

K: Kor; O: Ornek

Hesaplama: Protein (mg/mL) = (Absorbans (660) /Egim) x (Seyreltme faktorii) /1000

2.2.3. Peptidaz Analizi

2.2.3.1. Tirozin Standart Grafiginin Hazirlanmasi

1,1 milimolar (mM) L-tirozin ¢ozeltisinden farkli miktarlarda (10-50 pL)
alinarak tiipe toplam hacim 250 pL olacak sekilde saf su eklendi. Daha sonra 625 pL
(500 mM) sodyum karbonat (Na;CO3) ¢ozeltisi ve 100 pL Folin & Ciocalteu’s fenol
reaktif ¢ozeltisinden tiipe konuldu. Hazirlanan tiipler 37 °C sicaklikta 30 dakika
inkiibasyona birakilarak 660 nm’de absorbansi Olgiildii. Elde edilen absorbans

degerlerinden standart grafigi ¢izildi.

2.2.3.2. Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Enzim aktivitesi 6l¢iimleri i¢in Cupp-Enyard (2008) yontemi kullanildi. 20 pLL
enzim ekstrakt1 ve 1000 pL substrat (%0,65 (agirlik/hacim (w/v))’lik kazein ¢ozeltisi)
kanistirilarak A1 ¢ozeltisi hazirland1 ve 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Hazirlanan
Al ¢ozeltisinden 250 pL ependorfa konularak tizerine 110 mM %1°lik 500 nL TCA
(trikloroasetik asit) ¢ozeltisi eklendi ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi tlipler 14,000 rpm’de 10 dakika santrifiirj edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant
baska bir ependorfa alind1 ve lizerine 625 pL Na;CO; (500 mM) eklendi ve 1-2 dakika
bekletildi. Son olarak ependorflara 100 uL Folin & Ciocalteu’s fenol ¢ozeltisi eklendi
ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Siire bitiminde olusan mavi rengin siddeti 660

nm’de kore karsi absorbansin Olgiilmesi ile belirlendi. Enzim aktivitesi 6nceden
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olusturulmus tirozin standart grafiginin egimi kullanilarak asagida verilen formiil ile

hesaplandi.

0D660

Enzim Aktivitesi (U mL" dk') = —2&2

Enzim (ozeltisinin Hacmi (mL)xReaksiyon Siresi (dk)

Reaksiyon Hacmi (mL)xSeyreltme Faktori

Bir birim proteaz aktivitesi (1 U); reaksiyon kosullarinda dk’da 1 pg tirozin
iretebilmek i¢in gerekli olan enzim miktar1 olarak tanimlandi. Tiim enzim aktiviteleri

protein bazinda verildi.

2.2.4. Polifenol Oksidaz Analizi

2.2.4.1. Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

PPO aktivitesi, spektrofotometrik olarak L-tirosin i¢cin 496 nm’de
absorbanstaki artisin 6l¢iilmesiyle belirlendi (Espin vd., 1995). Enzim aktivitesi
bakilirken, 5 pL enzim, 20 pL substrat (5 mM), 100 pL sodyum fosfat tamponu (50
mM) cozeltisi ilave edilerek reaksiyon karisiminin son hacmi 125 pL olacak sekilde
hazirlandi. Enzim ¢6zeltisinin konulmadigi reaksiyon karisimi da kor olarak kullanildi.
Bir tinite PPO aktivitesi; 1 mL reaksiyon karisiminda bir dakikadaki 0,000125
absorbans artisina neden olan enzim miktar1 olarak belirlendi. PPO'nun spesifik
aktivitesi, miligram protein basina enzim aktivitesi olarak hesaplandi (Kolcuoglu,

2012; Tiirkhan vd., 2018)

2.2.5. Alkol Dehidrogenaz Analizi

2.2.5.1. Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Enzim aktivitesi tayini i¢in 6rnekler 10 ml fosfat tamponu (0,5 molar (M),
pH=7,0) ile homojenize edilip, +4°C'de 3000 devir/dakika'da 15 dakika santrifiij edildi
(Smith vd., 1971). Supernatanttan 0,2 ml alinip {izerine nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD+) (2,5 mM) ve etil alkol (10 mM) ¢ozeltisinden olusan reaksiyon
karisimi eklenerek 25°C'de, 340 nm'de spektrofotometrede dakikadaki absorbans
degisimi ol¢iildii. Enzim aktivitesi, dakikadaki optik dansite degisimi olarak Delta
optik yogunluk (DOD) 340/g enzim/dakika) ifade edildi (Smith vd., 1971).
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2.3. Istatistiksel Analiz

Calismada tiim verilerin istatistiksel analizleri R programi, RStudio versiyon
4.5.1 kullanilarak yapildi (R Core Team, 2024; RStudio Team, 2024). Verilerin normal
dagilimdan 6nemli 6l¢iide sapip sapmadigini belirlemek i¢in Shapiro-Wilk normallik
testi kullanildi. Normal dagilimin ardindan analizler parametrik yontemlerle
gerceklestirildi. Klonlar, enzimler ve farkli soldurma siireleri arasindaki
karsilagtirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yapildi; gruplar arasinda
anlaml fark bulunan analizlerde farkin hangi gruplardan kaynaklandigini belirlemek
tizere Tukey HSD coklu karsilagtirma testi uygulandi. Ayrica, enzim aktiviteleri ile
soldurma siireleri arasindaki iligkiyi ortaya koymak amaciyla Pearson korelasyon
analizi gerceklestirildi. Korelasyon analizleri sonucunda elde edilen veriler korelasyon
katsayisi (r) ve anlamlilik diizeyi (P) ile raporlanmis; sonuglar ggcorrplot, corrplot ve
ggpubr gibi R paketleri kullanilarak 1s1 haritas1 (heatmap) bigiminde gorsellestirildi
(Kassambara, 2020; Kassambara, 2023; Wei ve Simko, 2021). Verilerin
diizenlenmesinde ve analiz siirecinin yiiriitiilmesinde readxl, dplyr ve ggplot2 gibi
temel R paketlerinden de yararlanildi (Wickham ve Bryan, 2023; Wickham, 2016;
Wickham vd., 2023). Tiim bu analizler sonucunda, her bir klon ve enzim i¢in farkl
soldurma siirelerine verilen biyokimyasal tepkiler karsilastirmali  olarak

degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Ali Riza Erten Klonunun Enzim Aktiviteleri

3.1.1. Farkh Soldurma Siirelerine Gore ADH Aktivitesi

ADH aktivitesi tlizerine farkli soldurma siirelerinin etkisi Tablo 3’de
verilmistir. Soldurma siirelerine gére ADH aktiviteleri One-Way Anova testi ile
degerlendirildiginde istatistiksel olarak P < 0,001 seviyesinde Onemli farkliliklar
gostermistir (Tablo 3). En yiiksek ADH aktivitesi 18 saatlik soldurmada, en diisiik

aktivite ise 20 saatlik soldurmada gozlenmistir (Sekil 1.).

Tablo 3. Soldurma siirelerine gére ADH aktivite degerleri (U/g taze agirlik)

Soldurma Siireleri  Ortalama  Standart Hata Minimum Maksimum
0 saat 5,34d 0,17 5,05 5,65
16 saat 1,19f 0,05 1,09 1,29
17 saat 3,37e 0,11 3,17 3,57
18 saat 23,26a 0,11 23,06 23,46
19 saat 10,36¢ 0,05 10,26 10,46
20 saat 0,28g 0,01 0,27 0,31
24 saat 11,96b 0,05 11,86 12,06
Genel 7,97 1,67 0,27 23,46

Aynu siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar Tukey HSD testine gore anlamli

derecede farklidir (P < 0,05).
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Sekil 1. Ali Riza Erten klonu ADH spesifik aktivitesi

3.1.2. Farkh Soldurma Siirelerine Gore Peptidaz Aktivitesi

Peptidaz aktivitesi lizerine farkli soldurma siirelerinin etkisi Tablo 4’de
verilmistir. Soldurma siirelerine gore peptidaz aktiviteleri One-Way Anova testi ile
degerlendirildiginde istatistiksel olarak P < 0,001 seviyesinde onemli farkliliklar
gostermistir (Tablo 4). En yiiksek peptidaz aktivitesi 24 saatlik soldurmada, en diisiik

aktivite ise 17 saatlik soldurmada gézlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Ali Riza Erten klonu peptidaz spesifik aktivitesi

Tablo 4. Soldurma siirelerine gore peptidaz aktivite degerleri (U/g taze agirlik)

Soldurma Siireleri  Ortalama  Standart Hata Minimum Maksimum

0 saat 1,08bc 0,01 1,06 1,10
16 saat 1,09bc 0,01 1,07 1,11
17 saat 0,94c 0,02 0,91 0,97
18 saat 1,30a 0,06 1,20 1,40
19 saat 1,29a 0,06 1,19 1,39
20 saat 1,18ab 0,06 1,08 1,28
24 saat 1,34a 0,02 1,30 1,38
Genel 1,18 0,03 0,91 1,40

Ayni stitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar Tukey HSD testine gore anlamli

derecede farklidir (P < 0,05).
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3.1.3. Farkh Soldurma Siirelerine Gore PPO Aktivitesi

PPO aktivitesi tizerine farkli soldurma siirelerinin etkisi Tablo 5’te verilmistir.
Soldurma siirelerine goére PPO aktiviteleri One-Way Anova testi ile
degerlendirildiginde istatistiksel olarak P < 0,001 seviyesinde Oonemli farkliliklar
gostermistir (Tablo 5). En yiiksek PPO aktivitesi 16 saatlik soldurmada, en diisiik
aktivite ise 0 saatlik kontrol grubunda gdzlenmistir (Sekil 3).

Tablo 5. Soldurma siirelerine gére PPO aktivite degerleri (U/g taze agirlik)

Soldurma Siireleri ~ Ortalama  Standart Hata Minimum Maksimum

0 saat 6,691 0,04 6,61 6,77
16 saat 11,53a 0,05 11,43 11,63
17 saat 7,53e 0,11 7,33 7,73

18 saat 10,58b 0,02 10,54 10,62
19 saat 9,07d 0,01 9,05 9,09

20 saat 10,19¢ 0,06 10,09 10,29
24 saat 10,14c 0,02 10,11 10,19
Genel 9,39 0,36 6,61 11,63

Aynu siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar Tukey HSD testine gore anlamli

derecede farklidir (P < 0,05).
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Sekil 3. Ali Riza Erten klonu PPO spesifik aktivitesi

3.2. Zihni Derin Klonunun Enzim Aktiviteleri

3.2.1. Farkh Soldurma Siirelerine Gore ADH Aktivitesi

ADH aktivitesi iizerine farkli soldurma siirelerinin etkisi Tablo 6’da
verilmigtir. Soldurma stirelerine géore ADH aktiviteleri One-Way Anova testi ile
degerlendirildiginde istatistiksel olarak P < 0,001 seviyesinde dnemli farkliliklar
gostermistir (Tablo 6). En yiiksek ADH aktivitesi 20 saatlik soldurmada, en diisiik
aktivite ise 0 saatlik kontrol grubunda gozlenmistir (Sekil 4).
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Tablo 6. Soldurma siirelerine gére ADH aktivite degerleri (U/g taze agirlik)

Soldurma Siireleri Ortalama  Standart Hata Minimum Maksimum
0 saat 3,91f 0,11 3,71 4,11
16 saat 4,03f 0,01 4,02 4,06
17 saat 16,99¢ 0,11 16,80 17,20
18 saat 20,02b 0,23 19,62 20,42
19 saat 5,87¢e 0,06 5,78 5,98
20 saat 23, 74a 0,11 23,54 23,94
24 saat 10,70d 0,06 10,60 10,80
Genel 12,18 1,68 3,71 23,94

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar Tukey HSD testine gore anlaml

derecede farklidir (P < 0,05).
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Sekil 4. Zihni Derin klonu ADH spesifik aktivitesi
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3.2.2. Farkh Soldurma Siirelerine Gore Peptidaz Aktivitesi

Peptidaz aktivitesi iizerine farkli soldurma siirelerinin etkisi Tablo 7’de
verilmistir. Soldurma siirelerine gore peptidaz aktiviteleri One-Way Anova testi ile
degerlendirildiginde istatistiksel olarak P < 0,001 seviyesinde Oonemli farkliliklar
gostermistir (Tablo 7). En yiiksek peptidaz aktivitesi 24 saatlik soldurmada, en diisiik

aktivite ise 19 saatlik soldurmada gozlenmistir (Sekil 5).

Tablo 7. Soldurma siirelerine gore peptidaz aktivite degerleri (U/g taze agirlik)

Soldurma Siireleri ~ Ortalama  Standart Hata Minimum Maksimum
0 saat 1,06¢cd 0,005 1,06 1,08
16 saat 1,16cd 0,005 1,15 1,17
17 saat 1,06¢cd 0,005 1,05 1,07
18 saat 1,30c 0,005 1,30 1,32
19 saat 0,98d 0,11 0,78 1,18
20 saat 2,72b 0,05 2,62 2,82
24 saat 3,18a 0,05 3,08 3,28
Genel 1,64 0,19 0,78 3,28

Aynu siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar Tukey HSD testine gore anlamli

derecede farklidir (P < 0,05).
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Sekil 5. Zihni Derin klonu peptidaz spesifik aktivitesi

3.2.3. Farkh Soldurma Siirelerine Gore PPO Aktivitesi

PPO aktivitesi iizerine farkli soldurma siirelerinin etkisi Tablo 8’de verilmistir.
Soldurma stirelerine gore PPO  aktiviteleri One-Way Anova testi ile
degerlendirildiginde istatistiksel olarak P < 0,001 seviyesinde Oonemli farkliliklar
gostermistir (Tablo 8). En yiiksek PPO aktivitesi 18 saatlik soldurmada, en diisiik

aktivite ise 0 saatlik kontrol grubunda gozlenmistir (Sekil 6).

Tablo 8. Soldurma siirelerine gore PPO aktivite degerleri (U/g taze agirlik)

Soldurma Siireleri  Ortalama  Standart Hata Minimum Maksimum
0 saat 9,22¢g 0,05 9,12 9,32
16 saat 14,96¢ 0,005 14,96 14,98
17 saat 86,95b 0,005 86,95 86,97
18 saat 94,33a 0,05 94,24 94,44
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Tablo 8 (Devam). Soldurma stirelerine gore PPO aktivite degerleri (U/g taze agirlik)

19 saat 10,37 0,005 10,37 10,39
20 saat 30,30d 0,05 30,20 30,40
24 saat 49,67c 0,05 49,57 49,77
Genel 42,26 7,44 9,12 94,44

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar Tukey HSD testine gore anlamli

derecede farklidir (P < 0,05).
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Sekil 6. Zihni Derin klonu PPO spesifik aktivitesi

3.3. Klonlara Gore Enzim Aktiviteleri

Her iki klonun ADH, peptidaz ve PPO aktiviteleri {izerine soldurma siirelerinin
etkisi Tablo 9-11°da verilmistir. Soldurma siirelerine gére enzim aktiviteleri One-Way
Anova testi ile degerlendirildiginde istatistiksel olarak ADH ve peptidaz aktiviteleri P
<0,001, PPO aktivitesi ise P=0,019 seviyesinde 6nemli farkliliklar gostermistir (Tablo
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9-11). En yiiksek ADH ve PPO aktiviteleri 18 saatlik soldurmada, en yliksek peptidaz
aktivitesi ise 24 saatlik soldurmada gozlenmistir. En diisiik ADH, peptidaz ve PPO
aktiviteleri sirasiyla 16 saat, 17 saat ve 0 saatte tespit edilmistir (Sekil 7-9).

Tablo 9. Soldurma siirelerine gore klonlarin ADH aktivite degerleri (U/g taze agirlik)

Soldurma Siireleri Ortalama  Standart Hata Minimum Maksimum

0 saat 4,62b 0,33 3,71 5,65

16 saat 2,61b 0,63 1,09 4,06

17 saat 10,18b 3,04 3,17 17,20
18 saat 21,63a 0,73 19,62 23,46
19 saat 8,11b 1,00 5,78 10,46
20 saat 12,03ab 5,24 0,27 23,94
24 saat 11,32ab 0,28 10,60 12,06
Genel 10,07 1,21 0,27 23,94

Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar Tukey HSD testine gore anlamli

derecede farklidir (P < 0,05).

Tablo 10. Soldurma siirelerine gore klonlarin peptidaz aktivite degerleri (U/g taze

agirlik)
Soldurma Siireleri  Ortalama  Standart Hata Minimum Maksimum
0 saat 1,07bc 0,007 1,06 1,10
16 saat 1,12bc 0,01 1,07 1,17
17 saat 0,99¢ 0,02 0,91 1,07
18 saat 1,30bc 0,02 1,20 1,40
19 saat 1,13bc 0,09 0,78 1,39
20 saat 1,95ab 0,34 1,08 2,82
24 saat 2,26a 0,41 1,30 3,28
Genel 1,40 0,10 0,78 3,28

Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar Tukey HSD testine gore anlamli

derecede farklidir (P < 0,05).
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Tablo 11. Soldurma siirelerine gore klonlarin PPO aktivite degerleri (U/g taze

agirhik)
Soldurma Siireleri  Ortalama  Standart Hata Minimum Maksimum
0 saat 7,95a 0,56 6,61 9,32
16 saat 13,25a 0,77 11,43 14,98
17 saat 47,24a 17,76 7,33 86,97
18 saat 52,46a 18,73 10,54 94,44
19 saat 9,72a 0,30 9,05 10,39
20 saat 20,24a 4,50 10,09 30,40
24 saat 2991a 8,84 10,11 49,77
Genel 25,82 4,49 6,61 94,44

Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar Tukey HSD testine gore anlamli

derecede farklidir (P < 0,05).
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Sekil 7. Soldurma siirelerine gore klonlarin ADH aktivite degerleri
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Sekil 8. Soldurma siirelerine gore klonlarin peptidaz aktivite degerleri
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Sekil 9. Soldurma stirelerine gore klonlarin PPO aktivite degerleri

Klonlara gére enzim aktiviteleri Tablo 12-14’de verilmistir. Klonlarin enzim
aktiviteleri bagimsiz 6rneklem t testi ile degerlendirildiginde istatistiksel olarak ADH
aktivitesi P=0,082 seviyesinde (#40)=-1,783) Onemsiz, peptidaz aktivitesi P=0,021
seviyesinde (#40)=-2,413) ve PPO aktivitesi P<0,001 seviyesinde (#40)=-4,410)
onemli farkliliklar gostermistir. Zihni Derin klonunun enzim aktiviteleri Ali Riza Erten

klonunun enzim aktivitelerinden daha yiiksektir (Sekil 10).

Tablo 12. Klonlara gbre enzim aktivite degerleri (U/g taze agirlik)

ADH
Klonlar Ortalama Standart Hata Minimum Maksimum
Ali Riza Erten 7,97 1,66 0,27 23,46
Zihni Derin 12,18 1,68 3,71 23,94
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Tablo 13. Klonlara gore enzim aktivite degerleri (U/g taze agirlik)

Peptidaz
Klonlar Ortalama Standart Hata Minimum Maksimum
Ali Riza Erten 1,17 0,03 0,91 1,40
Zihni Derin 1,64 0,19 0,78 3,28

Tablo 14. Klonlara gore enzim aktivite degerleri (U/g taze agirlik)

PPO
Klonlar Ortalama Standart Hata Minimum Maksimum
Ali Riza Erten 9,40 0,36 6,61 11,63
Zihni Derin 42,26 7,45 9,12 94,44

Spesifik Aktivite (U/g taze agirlik)

50
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Ali Riza Erten
B Zibni Derin
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Alkol Dehidrogenaz Peptidaz Polifenol Oksidaz

Enzim

Sekil 10. Klonlarin ortalama enzim aktivitesi degerleri
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3.4. Korelasyon Analiz Sonuglari

3.4.1. Ali Riza Erten Klonunun Korelasyon Sonuclari

Pearson korelasyon analizine gére ADH aktivitesi ile soldurma siireleri
arasinda pozitif yonde zayif ve anlamsiz (r=0,240; P=0,295), PPO aktivitesi arasinda
pozitif yonde orta ve anlamsiz (r=0,409; P=0,066), peptidaz aktivitesi arasinda ise
yuksek seviyede pozitif yonde anlamli (r=0,640; P=0,002) iliskinin oldugu tespit
edilmistir (Sekil 11).
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Alkol Dehidrogenaz 1.0
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Peptidaz 05

-

Soldurma Zamani

Peptidaz
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Polifenol Oksidaz
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=
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Sekil 11. Ali Riza Erten klonunun korelasyon sonuglari

3.4.2. Zihni Derin Klonunun Korelasyon Sonuclar:

Pearson korelasyon analizine gore PPO aktivitesi arasinda pozitif yonde zayif
ve anlamsiz (r=0,162; P=0,483), ADH aktivitesi arasinda pozitif yonde orta ve anlamli
(r=0,463; P=0,035), peptidaz aktivitesi arasinda ise yiiksek seviyede pozitif yonde
anlamli (r=0,791; P < 0,001) iliskinin oldugu tespit edilmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Zihni Derin klonunun korelasyon sonuglari

3.4.3. Klonlarin Korelasyon Sonuglari

Pearson korelasyon analizine gore klonlar ile ADH aktivitesi arasinda pozitif
yonde zay1f ve anlamsiz (1=0,271; P=0,082), peptidaz aktivitesi arasinda pozitif yonde
orta ve anlamh (1=0,356; P=0,021), PPO aktivitesi arasinda ise pozitif yonde yiiksek
seviyede ve anlamli (r=0,572; P < 0,001) iligskinin oldugu tespit edilmistir (Sekil 13).

Pearson korelasyon analizine gore klonlarin soldurma siireleri ile PPO
aktivitesi arasinda pozitif yonde zayif ve anlamsiz (r=0,105; P=0,507), ADH aktivitesi
arasinda pozitif yonde orta ve anlamli (r=0,338; P=0,028), peptidaz aktivitesi arasinda
ise yiiksek seviyede pozitif yonde anlamli (r=0,588; P < 0,001) iliskinin oldugu tespit
edilmistir (Sekil 13).

51



Soldurma Zamani

0
Klon
. 1.0
0.5
Polifenol Oksidaz
0.0
I -0.5
-1.0

=
o
i
=
(9%
[N

Peptidaz 0.41

Alkol Dehidrogenaz - 0.27 0.34
N N N [=] =
g = 3 < 5
g = Z e g
S 5 = N
= o o N
<=
8 2 L
© =) =)
= < A
<

Sekil 13. Klonlarin korelasyon sonuglari
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calisma, Atatiirk Cay ve Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii’niin cay
fidanliklarinda kontrollii bir sekilde yetistirilen Ali Riza Erten ve Zihni Derin
klonlarmin peptidaz, alkoldehidrogenaz ve polifenol oksidaz aktiviteleri tizerinde
farkli soldurma siirelerinin (0, 16, 17, 18, 19, 20 ve 24 saat) etkisini ortaya ¢ikarmay1
amaclayan ilk c¢alismadir. Cayin soldurulmasi islemi cay yapraginin kimyasal ve
biyokimyasal igeriginde Onemli bir adimdir. Soldurma islemindeki Onemli
biyokimyasal olaylardan birisi de enzim aktivitelerinin degisimidir. Cay yapragindaki
enzimler ¢aya tat, koku ve renk gibi ozellikler katmaktadir. Yapilan saha ¢alismalari
sonucunda Rize ilinde bulunan cay fabrikalarinda cay soldurma isleminde optimum
soldurma siiresi hakkinda genel bir uygulamanin yapilmadigi tespit edilmistir.
Literatiirde bu konu hakkinda herhangi bir veri yoktur. Ayni1 zamanda ilimizde faaliyet
gosteren kuruluglarin elinde de bu konu ile ilgili yapilmis ya da yapilmakta olan
herhangi bir ¢calisma yoktur. Bu bilgiler dogrultusunda yapilan bu ¢alisma mevcut bir
eksikligi gidermenin yaninda, Tiirk ¢caymin soldurma siiresine agiklik getirerek ¢ayin
kalitesinin arttirilmasi yoniinden de 6nem tasimaktadir. Calisilan klonlarin ikisi i¢in
ortak bir soldurma siiresinin olup olmadigi, uygun soldurma siiresinin hangi siire
oldugu ve her bir klon i¢in enzimlerin en aktif oldugu soldurma siiresinin ortaya
konuldugu bu ¢alismanin sonuglar literatiir 1s181nda degerlendirilerek tartisilmistir.

Soldurma, cay islemede ilk adimdir ve nihai {iriin kalitesi lizerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir. Yesil ¢ay yapraginin soldurulmasi ve bir sonraki igleme asamasina
(krvirma) hazirlanmasi sirasinda, yapragin nem igerigindeki azalmaya iiriin kalitesinde
0zellikle aromasinda dnemli rol oynayan biyokimyasal etkilesimlerin ortaya ¢ikmasi
eslik eder. Soldurmanin stiresi, sicakligi ve bagil nemi nihai iiriiniin kalitesi lizerinde
onemli etkilere sahiptir (Obanda vd., 2004). Soldurma, siyah c¢ayin kalitesini artirmak
ve kendine 6zgii aromasini olusturmak i¢in gerekli bir islemdir. Cay yapraklarinin nem
icerigi, soldurma derecesinin 6nemli bir gostergesidir (Huang vd., 2023). Siyah ¢ay
tiretimi sirasindaki soldurma islemi, kismi nemin uzaklastirilmasina neden olur. Bu
asamada, cay yapraklarinin sonraki liretim asamalari i¢in uygun olan iyi bir fizyolojik
durumda olmasini saglamak i¢in soldurma derecesi ve siiresi 1yi kontrol edilmelidir.

Soldurma asamasinda yaprak hiicrelerinden bir miktar su uzaklastik¢a, hiicreler
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esnekligini kazanir ve siyah cayin kalitesinin olusumunda rol oynayan enzimler,
yaprak yiizeyinde homojen bir sekilde dagilim gosterir (Diilger vd., 2018).

Siyah ¢ay tliretiminde enzimler, iirliniin kalite 6zelliklerinin olusumunda kritik
bir rol iistlenir. Uretim siirecinde ¢esitli enzimlerin aktiviteleri ortaya ¢ikar. Ornegin,
primer polifenollerin oksitlenmesi ile tat ve renk olusumuna katkida bulunan
polifenoloksidaz, bazi alkollerin sentezlenmesi ve aroma gelisiminden sorumlu
alkoldehidrogenaz ve proteinlerin aminoasitlere doniisiimiinii saglayan peptidaz bu
siirecin baslica enzimlerindendir (Altan, 2001).

Cay bitkisinin geng yaprak ve siirgiinlerinde bulunan enzimler (polifenol
oksidaz, peroksidaz, pektinaz, alkoldehidrogenaz, transaminaz, peptidaz) ¢caya isleme
asamasinda, ileri derecede biyokimyasal doniisiimler olusturarak, ¢ayin karakteristik
tat ve koku kazanmasina neden olurlar. Bir bagka deyisle degisik tip ve nitelikteki
siyah c¢ayin {lretilmesi gen¢ cay yapraklar ile tomurcugunda bulunan enzimler
sayesinde olur (Kacar, 2010).

Yesil yapragin hazirlanmasi veya soldurulmasi, ¢ay islemede en Onemli
adimdir, c¢iinkii soldurma hizinin ve soldurma i¢in gecen siirenin, biyokiitlenin
kurutulmasindaki enzim aktivitelerini etkiledigi bilinmekte ve bunun da iretilmis
siyah cayda istenen kalite parametrelerinden dogrudan sorumlu oldugu ifade
edilmektedir (Latha ve Ramarethinam, 2000). Benzer sekilde yapilan bu ¢alismada,
her iki ¢ay klonlarina uygulanan farkli soldurma siirelerinin peptidaz,
alkoldehidrogenaz ve polifenol oksidaz aktivitelerini etkiledigi ve her soldurma
stiresinde farkl aktivitenin oldugu tespit edildi (Sekil 7-9).

Cay bitkisinde peptidaz aktivitesi 6zellikle siirgiin uglarinda belirlenmistir ve
bitki ¢esitlerine gore bu aktivite farklilik gdstermektedir. Soldurma asamasinda bu
enzim, proteinlerin aminoasitlere par¢alanmasinda rol oynar (Sanderson ve Roberts,
1964). Serbest aminoasit igerikleri, ¢ayin kalite giivencesi acisindan kritik bir kriter
olarak kabul edilmekte ve tat ile renk {izerinde olumlu etkiler saglamaktadir (Yao vd.,
2006). Soldurma siirecinde, yapraklardaki protein miktarinin azalmasi ve serbest
aminoasit oraninin artmasi, ¢ayin aroma bilesenleri bakimindan zenginlesmesine katki
saglar (Roberts ve Sanderson, 1966). Ayrica, soldurma islemi sikimat yolagi iizerinde

etkili olarak polifenollerin ve polifenolik metabolitlerin Onciisii olan aromatik
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aminoasitler ve sinnamik asitlerin sentezini destekler; bu bilesikler cayin nihai
kalitesini belirlemede 6nemli bir rol oynar (Latha ve Ramarethinam, 2000).

Serbest amino asitler, kuru agirhgin %1-4'linii olusturan Onemli lezzet
bilesenleridir ve ¢ay demlemelerinin umami ve tatliligina katkida bulunan ana tat
bilesikleridir (Yu ve Yang, 2020). Niikleotidler ve tiirevleri ile amino asitler ve
tiirevleri esas olarak taze ve canli tat 6zellikleri sunar (Ye vd., 2024). Proteinlerin siyah
cay Uretim siireci sirasinda peptidaz tarafindan amino asitlere pargalandigi
bildirilmektedir (Kumar vd., 2012; Chen vd., 2020b). Soldurma sirasinda ¢ay
yapraklarindaki serbest amino asitlerdeki asamali artigin, endojen peptidazin hidrolitik
aktivitesinden kaynaklandig bildirilmistir (Sanderson ve Roberts, 1964). Soldurma
stirecinde protein hidrolizinin amino asit i¢eriginde bir artisa yol actigina genel olarak
inanilmaktadir (Yin vd., 2009; Chenvd., 2020a).

Kottur vd. (2011) yapmis olduklari ¢alismalarinda peptidaz aktivitesinin aktif
olarak bliyliyen ¢ay dokularinda (tomurcuk) daha yiiksek oldugunu ve siirgiin
olgunlugu ile azaldigini bildirmislerdir. Ayrica, iiretim siireci boyunca, enzim
aktivitesinin genis Olclide degistigi ve solmus yapraklarda maksimum peptidaz
aktivitesi gozlemlendigini ifade etmislerdir. Peptidaz aktivitesi, ¢ay yapragindaki
amino asitlerin seviyesini belirledigi i¢in ¢ok Onemlidir. Bu amino asitler, aroma
bilesenlerinin olusumunda 6nemli bir rol oynar. Cay yapragi proteininin soldurma,
kivirma ve fermantasyon siirecleri sirasinda serbest amino asitlere parcalandigi
bildirilmistir (Chen vd., 2020a). Onceki calismalar, toplam amino asitlerdeki artist
solmus yapraklardaki protein proteolizine baglama egilimindedir (Ye vd., 2018; Ye
vd., 2020; Li vd., 2021).

Soldurma islemi sirasinda, protein amino asitlerindeki artiglarin, proteinlerin
peptidaz tarafindan par¢alanmasindan kaynaklandig1 6ne siiriilmiistiir (Yao vd., 2006).
Jabeen vd. (2019) taze cay yapraklarina kiyasla solmus ¢ay 6rneklerinde artan amino
asit miktarinin, proteinlerin peptidaz tarafindan amino asitlere pargalanmasindan
kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir. Ayn1 zamanda ¢ayin soldurulmasi i¢in en
uygun silireyi 23 saat olarak belirtmiglerdir. Protein parcalanmasinin yani sira,
soldurma sirasinda seker de amino aside doniistiiriiliir (DevChoudhary ve Bajaj, 1980).
Belitz vd. (2009) soldurma sirasinda nem igerigindeki azalmanin, belirli hidrolitik

enzimlerin aktivitesini azaltabilecegini ve bunun da su Oziitiiniin degerlerini
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artirabilecegini bildirmistir. Bu nedenle sadece soldurma siireleri degil ayn1 zamanda
nem igeriklerinin de enzim aktiviteleri ilizerinde Onemli etkisinin olacagi agiktir.
Soldurma iiriiniin dengeli tat ve aromasinin olusumu i¢in gerekli bir hazirlik siirecidir.
Hem cay yapraklarinda hem de diger bir¢ok bitkide, yaprak dokularindaki su
eksikliginin birden fazla bitki enziminin aktivitesini artirdig1 gosterilmistir. Soldurma
sirasindaki su kaybi, sentetik aktivitede bir azalmaya ve peptidazin hidrolitik
aktivitesinde bir artisa neden olur; bu da hidroliz ve ¢ay ekstraksiyonunda artisa yol
acar. Soldurma, fermantasyon sirasinda homojen oksidasyon ic¢in ¢ok Onemlidir.
Soldurma olmadan yiiksek kaliteli siyah cay elde etme girisimlerinin tiimii
basarisizlikla sonuglanmistir (Belitz vd., 2001; Omiadze vd., 2014). Roberts ve
Sanderso (1966) cay iiretiminin soldurma asamasinda toplam serbest amino asitlerde
bir artis oldugunu dogrulamistir. Artis orani, dokularmm o6ldigli noktaya kadar
sicaklikla pozitif iliskili olabilir; bu noktadan sonra daha fazla degisiklik olmaz
(Tomlins ve Mashingaidze, 1997). Serbest amino asitler, ¢ayin taze ve ferahlatici
tadina katkida bulunan ana faktorlerdir. Yapilan bir ¢calismada, soldurma siirecinde
serbest amino asitlerdeki degisimin daha belirgin oldugu rapor edilmistir. Toplam
serbest amino asitlerde Once bir azalma, sonra artma, sonra tekrar azalma ve tekrar
artma seklinde bir egilimin oldugu, 2 ve 8 saatlik ¢ay 6rneklerindeki toplam amino asit
miktarinin, 0 saatlik 6rneklere gore onemli Olgiide daha diisiik oldugu, en yiiksek
degerin 6 saatlik ¢ay orneklerinde, en diisiik degerin ise 8 saatlik ¢ay Orneklerinde
oldugu bulunmustur (Qiao vd., 2023). Ntezimana vd. (2021) 4, 6, 8, 10 ve 12 saatlik
dogal soldurmaya maruz biraktig1 ¢ay bitki drneklerinde (2,5 yaprak) amino asitlerin
soldurma siiresinin artmasiyla 6nemli 6lciide arttigini ve 10 saatlik soldurma siiresinde
belirgin bir tepe degeri elde ettigini bildirmislerdir. Huang vd. (2023) ¢ayda farkli
soldurma yontemlerini ele aldiklar1 calismalarinda serbest amino asit yogunlugun
normal soldurma ve giineste soldurma sirasinda arttigini, soldurmanin amino asit
konsantrasyonunda biiyiik bir artisa neden oldugunu ve her soldurma yonteminin stresi
umami amino asitlerini (Teanin, Glutamat ve Glutamin) gii¢lii bir sekilde etkiledigini
ifade etmislerdir. Baz1 ¢aligmalar, yapraklarda amino asit sentezinin solmanin erken
evrelerinde devam eden bir siire¢ oldugunu ve ayni zamanda bazi amino asitlerin
birikmesine yol a¢tigimi ileri siirmektedir (Li vd., 2020; Wang vd., 2019; Yu vd.,

2020b). Onceki bir galigma, taze yapraklardaki toplam amino asit miktarmin
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soldurmadan 12 saat sonrasina kadar tutarli bir sekilde artmaya baslamadigini
gostermistir (Wang vd., 2019). Bagka bir calismada, yayilmis yapraklarin su igerigi
%78,12'den %69,71'e diistiigiinde toplam amino asit miktarinin siirekli olarak arttig1,
ancak once azaldig1 ve ardindan %69,71'den %61,63'e yiikseldigi bulunmustur (Yin
vd., 2009). Ayrica, Li vd. (2020)'nin sonuglari, soldurma islemi sirasinda toplam
amino asit egiliminin ¢esitler arasinda da degistigini gostermistir. Bunlar, birlesik
etkinin soldurma siirecinde amino asit igeriginin ¢esitliligine yol actigim
gostermektedir. Yaprak ve saplarla islenen c¢aylardaki amino asitler gibi aroma
bilesenlerinin igeriginin, yalnizca yapraklarla iiretilenlere gore daha yiiksek oldugu ve
bunun ¢ayin tadini etkileyebilecegi bulunmustur (Zeng vd., 2017). Qiao vd. (2023)
soldurma islemi sirasinda toplam serbest amino asit miktarinin diizenli olarak
artmadigini tespit ettiklerini ifade etmislerdir. Literatiirle uyumlu olarak yapilan bu
calismada, peptidaz aktivitesi soldurma siireleri boyunca her iki klonda diizenli olarak
artmamis olup en yiiksek aktivite her iki klonda 24 saatlik soldurma siiresinde tespit
edilmistir (Sekil 2 ve Sekil 5). Soldurma isleminin enzimatik aktiviteleri artirdig
bilinmektedir (Deb ve Pou, 2016).

PPO siyah ¢ay iiretiminde hayati bir rol oynar. PPO, siyah ¢ay liretimi sirasinda
cay fermantasyonunda oynadigi kilit rol nedeniyle cay bitkisinde en ¢ok ilgi goren
enzimdir (Ravichandran ve Parthiban, 1998). Cay bitkisinin tiim kisimlarinda bulunur
(Buzun vd., 1984) ve cay kalitesi, i¢erigiyle pozitif iliskilidir (Biswas vd., 1971). PPO
aktivitesi, olgun yapraklara gore korpe (geng) yapraklarda daha yiiksektir (Takeo ve
Baker, 1973; Thanaraj ve Seshadri, 1990). Hammadde isleme, doku bozulmasi ve
hiicre biitiinliigiiniin bozulmasiyla birlikte gerceklesir ve enzim fenol substratlarini
etkilemeye baslar. Fenol oksidaz aktivitesi, lirliniin karakteristik tadinin, kokusunun
ve renginin olusumuyla sonuglanir. Siyah ¢ayin kalitesi ve lretim tiirii de fenol
oksidazin verimliligine ve ¢esitli bilesiklerin oksidasyon derecesine baglidir (Omiadze
vd., 2014).

Soldurma PPO aktivite seviyesinde degisikliklere neden olan bir siirectir. Nem
kayb1 nedeniyle, taze yapraklarin solmasi veya depolanmasi sirasinda PPO aktivitesi
azalir. Cok sert solma veya yiiksek nem azalmasi, PPO aktivitesinde %50-55'e varan
bir azalmaya neden olabilir (Ullah ve Roy, 1982). Ntezimana vd. (2021) soldurma

sirasinda, PPO ve peroksidaz (POD) aktivitesinin soldurma siiresi arttikga 6nemli
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dlgiide (P < 0,05) arttigim ifade etmislerdir. Olmez ve Yilmaz (2010) depolama
sirasinda PPO aktivitesinde kiiglik bir azalma gozlemlemistir. Ullah ve Roy (1982),
PPO aktivite kaybini soldurma sirasindaki nem kaybina baglamistir. Cay stirgiinlerinin
solmasiyla siirgiinlerin PPO aktivitesinin azaldigt ve solmus siirgiinlerin
rehidrasyonuyla aktivite kaybmin geri kazanildigin1  gosterilmistir. PPO
aktivitesindeki diisiisiin solma derecesine bagli oldugu bulunmustur (Ullah ve Roy,
1982). Nem igeriginde biiyiikk bir azalmayla birlikte ¢ok sert soldurma, PPO
aktivitesini kisitlar. Solma sirasindaki PPO aktivite kaybi, solmus siirgiinlerin yeniden
sulanmastyla geri kazanilabileceginden, PPO aktivitesinin siirgiinlerin nem igerigiyle
iligkili olabilecegi disiiniilmistir (Ullah vd., 1984). Solma sirasinda, yesil
yapraklardaki nem icerigindeki asir1 kayip (6rnegin uzun siire veya yiiksek sicaklik),
yapraklarin PPO aktivitesinde azalmaya neden olur (Turkmen vd., 2009). Ornegin,
yapraktaki nem %72,5'ten %64,8'e diistiikce, son siyah caydaki teaflavin seviyeleri
%16 oraninda azalir (Tomlins ve Mashingaidze, 1997). Obanda vd. (2004), solma
stiresi arttitkca TF seviyelerinin azaldigin1 ve solma siiresi uzadik¢a siyah cay
stvilariin parlakliginin azaldigini bildirmistir. Ayrica, Sud ve Baru (2000), TF ve
parlaklik i¢in en diisiik degerlerin yagmurlu mevsim ¢aylarinda gozlemlendigini,
bunun muhtemelen PPO aktivitesini azaltan tutarsiz ve diisiik solma derecesinden
kaynaklandigmni bildirmistir. Ote yandan, Muthumani ve Kumar (2007) tarafindan
normal solmus ve dondurularak solmus yapraklarin fermente edilebilirliginin bir
karsilagtirmas1 yapilmis ve TF seviyelerinin daha yiiksek oldugu, sivinin ise 4 saat
dondurularak  soldurulmus yapraklarda daha parlak oldugu bildirilmistir.
Arastirmacilar, solmus yapraklarin nem igerigi yaklasik %60 oldugunda ve bagil nem
%S355 ile %65 arasinda tutuldugunda, PPO aktivitesinin ve siyah ¢ay kalitesinin dnemli
Ol¢iide arttigin1 kesfettiler. Ayni sicaklik ayarlarinda, cay yapraklarinin kalitesi
azalirken, solma siiresi arttikga PPO aktivitesi 6nemli 6lclide artmaktadir (Wang vd.,
2014; 2019). Ayrica, Cloughley (1979), PPO aktivitesinin artan sicaklikla birlikte
azaldigin bildirmistir. Dolayisiyla, geleneksel soldurmaya kiyasla soguk depolama
sirasinda daha az nem kaybr meydana geldigi ve sicaklik diisiik oldugu i¢in, PPO

aktivite kayb1 da geleneksel soldurma sirasindakinden daha az olmustur.
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PPO aktivitesi taze cay yapraklarinda en ytiksek seviyede bulunurken soldurma
ile birlikte azaldig1 tespit edilmis olup, aktivitedeki bu azalma yesil yaprak nem
igerigindeki kayiptan kaynaklanmaktadir (Ullah ve Roy, 1982). PPO aktivitesinin
yapraklarla karsilastirildiginda bogum aralarinda daha yiiksek oldugu bildirilmistir ve
yapraklar arasinda, hassas yapraklar olgun yapraklardan daha yiiksek enzim
aktivitesine sahiptir (Thanaraj ve Seshadri, 1990). Rehidrasyonla orijinal aktivite geri
kazanilir. Bu durum, daha i1yi fermantasyon ve dolayisiyla daha kaliteli ¢ay ig¢in
maksimum PPO aktivitesini korumak amaciyla yesil yapragin nem igeriginin kontrol
edilmesi gerektigini vurgulamaktadir (Ravichandran ve Parthiban, 1998). Siirgiin
olgunlastik¢a enzim aktivitesinde belirgin bir diislis goriiliirken, gévde en az enzim
igerir. Ayrica, PPO aktivitesinin yeni budanmis ¢alilarda en yiiksek oldugu ve budama
yastyla birlikte yavasca azaldigi bulunmustur (Ravichandran ve Parthiban, 1998).
Dolayisiyla, toplama standardi (toplanan yaprak sayisi) ¢ayin kalitesi ve dolayisiyla
fiyat1 iizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir. Ancak, licretler de dahil olmak tizere
stirekli artan iiretim maliyetleri ve isgiiclinlin bulunmamasi nedeniyle, kaliteden ziyade
verime (hasata) oncelik verilmektedir. Olmez ve Yilmaz (2010) birinci ve ikinci
stirglin donemlerinde almis olduklar1 ¢ay 6rneklerini (2,5 yaprak) geleneksel soldurma
yontemi ile soldurmuslar ve PPO aktivitelerinin degisimini arastirmislardir. ikinci
sirgiin ¢ay orneklerinin PPO aktivitesinin (42+0,64) birinci siirglin ¢ay orneklerinin
PPO aktivitesinden (42+0,64) daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan bu
calismada ikinci siirgiin cay 6rnekleri ele alinmis olup Ali Riza Erten klonunda kontrol
orneklerinden son soldurma siiresine kadar bir artis gozlenmis olsa da bu artis diizenli
olmamustir ve en yliksek PPO aktivitesi 16 saatlik soldurmada tespit edilmistir. Zihni
Derin klonunda ise durum daha farkli olup kontrol 6rneklerindeki (0 saat; 9,22) en
diisiik aktiviteyi 19 (10,38) ve 16 (14,97) saatlik soldurma yapilan 6rnekler izlemis
olup en ytiksek aktivite 18 saatlik soldurmada tespit edilmistir. En diisiik aktiviteler
her iki klon i¢in kontrol 6rneklerinde (0 saat) belirlenmistir.

Aroma, c¢ay kalitesinin onemli bir gdstergesidir. Cay yapragi lipitlerindeki
linoleik ve linolenik asitlerden olusan ugucu Cs bilesikleri, ¢ayin temel bilesenleridir.
Cs bilesikleri, ¢ay yapraklarinin hasat sonrasi siirecinde olusur ve doniisiir (Zhou vd.,
2020b). ADH, bitkilerde alt1 karbonlu ugucu maddelerin biyosentez yolunda hayati bir
enzimdir. Ancak, cay bitkilerindeki islevleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Liu
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vd., 2022). ADH, ozellikle soldurma islemi sirasinda c¢ay bitkilerindeki ugucu
bilesiklerin doniisiimiinde 6nemli bir rol oynar. Bu enzim, ¢aym aroma profiline
onemli katkilarda bulunan Ce-aldehitlerin Cg-alkollere indirgenmesinde rol oynar. Cay
isleme siirecinin soldurma agamasi, nihai ¢ay iiriiniiniin lezzet ve aromasinin gelisimi
icin kritik oneme sahiptir ve ADH aktivitesi bu doniistimde 6nemli bir faktordiir. ADH
aktivitesindeki azalmanin yaz aylarinda yapraklarda Ce-aldehit birikimiyle iliskili
oldugu bildirilmistir (Francis vd., 1974).

Wu vd. (2024), giines 1s1ginda soldurmanin beyaz cayin ¢igeksi aromasini
artirdigini, tankta soldurmanin ise ¢imensi aromasini zenginlestirdigini ifade
etmiglerdir. Ayrica, golge altinda yapilan soldurmanin da aromatik profili
dengeledigini belirtmislerdir ve beyaz ¢ayin ¢icek aromasinin bariz nedenini ADH'nin
yiiksek aktivitesine baglamislardir. ADH aktivitesi, giines 1s1ginda, tankta ve golge
altinda yapilan her ii¢ soldurma isleminde de Once artan, sonra azalan bir egilim
gostermistir. Li vd. (2022), yaptiklar1 ¢alismalarinda yaprak alkolii iceriginin geg
solma doéneminde sabit kaldigin1 veya hafifce azaldigini; bunun muhtemelen temel
enzim aktivitesinin zayiflamasindan kaynaklandigini ifade etmislerdir.

ADH, birincil yag asitlerinden aldehitlerin alkollere doniistiiriilmesine
yardime1 olur ve alkol bilesikleri siyah ¢aya ¢igeksi meyve aromasi verir (Wang vd.,
2001; Yang vd., 2013). Fenilalanin, fenilasetaldehite dontistiiriiliir ve ardindan feniletil
alkole indirgenir (Tomlins ve Mashingaidze, 1997). Genellikle, glikozitlerin hidrolizi
ve ucucu bilesiklerin ve Onciillerinin de novo biyosentezi, soldurma sirasinda ugucu
bilesiklerin birikmesine neden olur (Wang vd., 2019). Soldurma islemlerinde ADH
aktivitesinde artis gozlenmesinin nedeni, hasat sirasinda taze ¢ay yapraklarinin hasar
gormesinden ve soldurma islemi tamamlanmadan Once meydana gelen abiyotik
streslerden kaynaklaniyor olabilir. Toplanan taze yapraklar in vitro olarak ¢evresel
streslere (6rnegin 151k, 1s1) maruz birakildigi i¢cin (You vd., 2018) ADH aktivitesinde
artisa yol acmis olabilir. ADH’nin, LOX-HPL (lipoksijenaz-hidroperoksit liyaz)
sistemi tarafindan tiretilen C6-aldehitleri azaltarak C6-alkolleri {irettigi ve yaprak alkol
esterlerinin tiirevleri i¢in zengin Onciiller saglamis olacagi o6n goriilmektedir. ADH
aktivitesi, olusan ucucu C6-alkol miktarini belirler ve bu da ¢ay {iretimi i¢in islenen
taze yapraklarin kalitesini kontrol eder (Zhou vd., 2020b). Calismada ele alinan ¢ay
klonlarindan Ali Riza Erten’de 18 saatlik soldurmada en ytiiksek, 20 saatlik soldurmada
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ise en diisiik ADH aktivitesi gozlendi. Zihni Derin klonunda en yiiksek ve en diisiik
ADH aktiviteleri sirastyla 20 saatlik soldurmada ve 0 saatlik kontrol grubunda (taze
yapraklarda) belirlendi (Sekil 1 ve Sekil 4). Benzer sekilde, Oolong cayinin hasat
sonrasi siirecinde ADH aktivitesindeki degisikliklerin ortaya ¢ikarildigi bir ¢alismada,
ADH aktivitesinin taze yapraklarda diisiik (0,020 U»), ancak daha sonra 6nemli dlgiide
artarak giineste soldurma fazinda zirveye ulastig1 (0,550 U,) ifade edilmistir (Zhou
vd., 2020b). Li vd. (2022) kirmizi 1sikta soldurmanin ADH ekspresyonunu
artirabilecegini ve bunun da ge¢ soldurma asamalarinda yaprak alkollerinin ve diger
aroma arttirict bilesiklerin daha fazla tiretilmesine yol agabilecegini rapor etmislerdir.
Soldurma isleminden sonra taze yapraklardaki aroma maddelerinde meydana gelen
degisiklik, soldurma isleminin tat olusumu {iizerindeki etkisini daha iyi yansitabilir
(Yin vd., 2009).

Soldurmanin siiresi, sicakligi ve bagil nemi nihai iirlinlin kalitesi lizerinde
onemli etkilere sahiptir (Obanda vd., 2004). Soldurma sirasinda, ¢ay yapragi su
konsantrasyonunun degismesiyle birlikte, yaprak i¢i enzimlerin (6zellikle peroksidaz
ve polifenol oksidaz) aktivitesi artar (Ntezimana vd., 2021), yaprak i¢inde kimyasal
reaksiyonlart tetikleyerek yag asidi bilesiklerinin alkoller ve aldehitler gibi énemli
aromatik bilesiklere parcalanmasina yol acar (Huang vd., 2024). Soldurma siiresi
biyokimyasal etkilesimlerde 6nemli bir rol oynar (Soheili-Fard vd., 2015). Kimyasal
soldurma i¢in optimum siirenin 14 saat oldugu bildirilmistir (Ullah, 1984). Deneysel
calismalar, 20 saatin tizerindeki soldurma siiresinin siyah c¢aym kalitesinin
bozulmasina yol agtigin1 (Owuor ve Orchard, 1989) ve dolayisiyla soldurma siiresinin
18 saat ile smirlandirilmasi gerektigini gostermistir (Owuor ve Orchard, 1992;
Omiadze vd., 2014). Soheili-Fard vd. (2015), 16 saatte solmus yapraklarin en yiiksek
tearubigin igerigine sahip oldugunu ve nihai iiriinde en iyi duyusal kalite 6zelliklerini
verdigini tespit etmislerdir. Ravichandran ve Parthiban (1998), soldurma sirasinda ¢ay
aromasinin gelistigini bildirmistir. Baruah vd. (2012) daha uzun kimyasal soldurmanin
siyah ¢ay tadi kalitesini iyilestirdigini bildirmistir. Owour ve Orchard (1992), optimum
kimyasal soldurmanin 14 saat i¢inde elde edilebilecegini bildirmistir. Jabeen vd.
(2019), 23 saate kadar soldurma islemi sirasinda ¢ay yapraklarinin toplam serbest
amino asitlerinde artis egiliminin oldugunu, ardindan bir diisiisiin gozlemlendigini

ifade etmislerdir. Emdabi vd. (2009), teaflavin olusumunun en yiiksek seviyelerinin
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soldurma siiresi yaklasik 19-20 saat oldugu zamanda tespit edildigini bildirmislerdir.
Kalidass vd. (2019) yapmis olduklari ¢alismalarinda, hasat edilen yesil yapraklarin 16
saate kadar soldurulmasinin arzu edilen aromaya sahip kaliteli ¢caylar1 elde etmek icin
en uygun zaman olabilecegini belirtmislerdir. Bununla birlikte 10 saat i¢inde solmus
cay yapraklarinin igslenmesi, zayif biyokimyasal 6zelliklerle sonuglanirken 18 saatten
fazla islemenin de CTC siyah caylarin kalite 6zelliklerini bozdugu ifade edilmistir.
Bireysel serbest amino asitlerin ¢ogunda artan bir egilim goézlenmis olup toplam
serbest amino asitler 18 saate kadar artmis, ardindan azalmistir. Bu deneyde yiiksek
amino asit igerigi, orta katesin icerigi ve diisiik kafein icerigi elde etmek i¢in 25 °C'de
15-18 saat soldurma oOnerilmistir (Ye vd., 2020). Qiao vd. (2023) farkli soldurma
stireleri altinda ana aroma bilesenlerindeki degisiklikleri arastirdiklar1 ¢calismalarinda,
soldurmanin ¢ogu amino asit ve aroma ucucu maddesinin icerigi lizerinde biiylik
etkiye sahip oldugunu, ¢ogu ugucu maddenin goreceli igeriginin soldurma siiresinin 6-
8. saatlerinde en yliksek oldugunu ve bu sonuglarin aroma kalitesinin duyusal
degerlendirmesinin sonuglariyla tutarli oldugunu ifade etmislerdir. Ntezimana vd.
(2021) soldurma siiresinin artmasiyla aromatik madde igeriginde once artma, sonra
azalma egiliminin oldugunu, genel sonuglarin 8 saat ile 10 saat arasindaki soldurma
stiresinin siyah ¢ay kalitesini ve besin 0Ozelliklerini 1yilestirebilecegini ifade
etmislerdir. Cayin aromast da dahil olmak tizere kalitesinin artirilmasi i¢in en uygun
soldurma siiresi 8 ila 10 saat arasindadir, ¢iinkii bu siire aromatik maddelerdeki artis
ile polifenol ve flavonoidlerdeki azalmay1 dengeler (Ntezimana vd., 2021). Yapilan bu
calismada, hem klonlar arasinda hem de klonlarin kendi iglerinde her {i¢ enzim
acisindan soldurma siirelerinde farkli spesifik aktiviteler tespit edilmistir. En yiiksek
peptidaz aktivitesi her iki klonda 24 saatlik soldurulan ¢ay Orneklerinde
gbzlemlenirken, en diisiik aktivite ise Ali Riza Erten klonunda 17 saatlik, Zihni Derin
klonunda ise 19 saatlik soldurulan ¢ay 6rneklerinde belirlendi. ADH aktivitesi Ali Riza
Erten klonunda en yiiksek aktiviteyi 18 saatlik soldurmada, Zihni Derin klonunda ise
20 saatlik soldurmada verdi. En diisiik aktivite ise Ali Riza Erten ve Zihni Derin
klonlar1 i¢in sirastyla 20 saat ve 0 saatte (kontrol grubu) tespit edildi. PPO i¢in en
yiiksek aktiviteler Ali Riza Erten ve Zihni Derin klonlarinda sirasiyla 16 ve 18 saat
soldurulan 6rneklerde, en diisiik aktiviteleri ise her iki klonun kontrol grubu (0 saat)

orneklerinde belirlendi. Her iki klonun soldurma siirelerine gore en yiiksek peptidaz
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aktivitesi (24 saatte) hari¢ gerek farkli soldurma siireleri gerekse farkli enzim
aktiviteleri bakimindan tek diize bir sonu¢ elde edilememistir. Literatiirde yer alan
caligmalar incelendiginde de ¢ayin soldurma siiresi ile ilgili belirsizligin devam ettigi
goriilmektedir. Deb ve Jolvis (2016) belirli bir soldurma siiresinin olmadigini, ancak
genellikle optimum siirenin 14 ila 18 saat olarak kabul edilebilecegini ifade
etmiglerdir. Mevcut ¢alismada yer alan Ali Riza Erten klonunun ADH (18 saat) ve
PPO (16 saat) aktiviteleri, Zihni Derin klonunun PPO (16 saat) aktivitesi literatiir ile
uyum saglamaktadir. Ntezimana vd. (2021) soldurma sirasinda, polifenol oksidaz ve
peroksidaz aktivitesinin soldurma siiresi arttikga onemli Ol¢iide arttigini ifade
etmiglerdir. Latha ve Ramarethinam (2000) soldurmanin 4 saatten 20 saate
ilerlemesiyle fenilalanin amonyum liyaz (PAL) aktivitesinin azaldigmni, pik
aktivitesinin soldurmanin 4. saatinde oldugunu ve daha sonra kivirma ve fermantasyon
ile azaldigini, On atesleme asamalarindan sonra higbir aktivite olmadiginm
belirtmislerdir. Kivirma agsamalarinda artan aktivite ile 20 saatte solmus yapraklarla
karsilagtirildiginda, solmayanlarda yiiksek PPO aktivitesi bulundugunu ifade
etmislerdir. Benzer olarak bu calismada da soldurulmamis yapraklara kiyasla 24 saat
soldurulmus olanlarda daha fazla peptidaz aktivitesi gézlendi. Ali Riza Erten klonunun
peptidaz aktivitesi (24 saat), Zihni Derin klonunun ADH (20 saat) ve peptidaz
aktiviteleri (24 saat) yukarda bahsedilen literatiir bilgileri ile benzerlik gostermektedir.
Bunun nedeni, soldurma islemi sirasinda ¢ay yapraklarindaki cesitli bilesiklerin
konsantrasyonlarindaki  degisikliklerin, enzimatik aktivite ve yapraklarin
kurumasindan etkilenmesi olabilir (Shi vd., 2023). Ayrica aromatik bilesikler sentez
veya bozunmaya ugrayabilir (Zeng vd., 2019). Nem kaybinin yapraklardaki enzimleri
etkiledigi de bilinmektedir (Bardzik vd., 1971). Cay siirglinlerinde hidrolitik ve
oksidatif enzimlerin yaygin olarak bulunmasi, siyah ¢ayimn iiretimi sirasinda kalite
ozelliklerinin olugsmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Dogal soldurma, taze
yapraklarin sabit bir ortamda yavasca su kaybettigi, oda sicakliginda zaman alic1 bir
soldurma tiiriidiir. Giines soldurmada, giines 1sinlar1 taze yapraklarin kivrilmaya
hazirlanmasi i¢in kullanilir. Giines soldurma daha az zaman alsa ve ¢ay yapraklarinin
aroma kalitesini 6nemli 6l¢lide iyilestirse de dengesiz radyasyon yogunlugu yaprak su
kaybi1 oranin1 kontrol etmede zorluk yaratarak tatmin edici olmayan sonuglara yol agar.

Sicak hava soldurma, ¢ay yapraklarina etki eden havanin isitilmasiyla su kaybini tegvik
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eder ve metabolit degisimlerini etkiler. Bu uygulamada sicaklik ve hava akisi hassas
bir sekilde kontrol edilebilir. Giines soldurma ve sicak hava soldurma, sicaklik etkisi
kosullar altinda dogal soldurmaya gore daha yiiksek yogunlukta dehidrasyon stresi
gosterir ve bu nedenle endojen enzimlerin aktivitesini 6nemli dl¢iide artirir (Huang
vd., 2023).

Farkli enzimlerin igerigindeki farkliliklar, cesitlerin degerlendirilmesinde
onemli bir rol oynamasina ragmen, cay lizerine ¢ok az ¢alisma yapilmistir.
Ravichandran ve Parthiban (1998)’nin yapmis olduklar1 ¢alismalarinda farkli klonlara
gore PPO aktivitelerinde genis bir cesitlilik gozlendigi, UPASI-3 klonunun PPO
aktivitesinin SA-6 klonunun ii¢ katindan fazla oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar, bu
klonlardan elde edilen siyah c¢aylari organoleptik degerlendirmeye gondermis ve
profesyonel tadimcilar tarafindan bildirilen puanlarin, PPO aktiviteleriyle iyi bir
korelasyon gosterdigini ifade etmislerdir. Farkli klonlarin enzim aktiviteleri arasinda
mevsimsel degisikliklere ve siirgiin olgunluguna bagli olarak genis bir degisim
goriildiigiinii, yolma ve budama gibi tarla uygulamalarinin enzim aktiviteleri iizerinde
biiyiik bir etkisinin oldugunu belirtmiglerdir. Uretimin farkli asamalarinda enzim
aktivitelerindeki degisimin boyutunun biiyiik 6lciide farklilik gosterdigini ve soldurma
sirasindaki aktivite kaybinin, rehidrasyonla geri kazanilabilmekte oldugunu
bildirmislerdir. PPO aktivitesinin mevsimsel degisimleri UPASI-9 ¢esidinde diizenli
araliklarla incelenmigstir. PPO aktivitesinin, kuraklik mevsiminde (Ocak-Mart) en
diisiik seviyede oldugu, yiiksek mahsul mevsiminde (Nisan-Haziran) arttig1, Temmuz-
Eyliil aylarinda tekrar diistiigli ve Ekim-Aralik doneminde ise en yliksek seviyeye
ulastig1 rapor edilmistir. Dolayisiyla iklim, yani su bulunabilirligi, enzim aktivitesiyle
dogrudan pozitif bir korelasyona sahiptir. Burada da tadimcilarin puani enzim
aktivitesiyle pozitif bir iliski gostermistir. Yiiksek PPO aktivitesinin daha fazla
miktarda cay pigmenti iiretimine ve dolayisiyla kalitenin artmasina yol acacagi ifade
edilmistir (Ravichandran ve Parthiban, 1998). Yapilan bir ¢alismada, alt1 farkli klonlar
(UPASI-3, UPASI-4, UPASI-10, UPASI-12, UPASI-14 ve SA/6) arasinda PPO
aktivitesinde genis bir varyasyon gozlemlenmistir. Farkli klonlardaki cay filizlerinin
PPO aktivitesi 12,54 ila 43,58 iinite arasinda degismistir. UPASI-14 klonunun PPO
aktivitesi, SA/6 klonununkinden yaklasik 3,5 kat daha fazlaydi; bu, ilkinin hizh

fermente olan bir klon, ikincisinin ise yavas fermente olan bir klon oldugu gergegiyle
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uyumludur (Thanaraj ve Seshadri, 1990). Cay yapraklarinin PPO aktivitesi, klon tiiri,
mevsim, siirglin bileseni ve islem gibi ¢esitli parametrelere gore biiyiik 6l¢iide degisir.
Lopez vd. (2005), cay klonlarinin substrat seviyesi ve enzim aktivitesindeki
degisimleri arastirmis ve katesinler ile PPO'nun degiskenlik gdsterdigini ve bunun da
nihai siyah cay kalitesini etkiledigini bulmuslardir. Yazarlara gore, enzim substrat
orani agisindan daha yiiksek degerler kaydeden klonlar, 6nemli 6l¢iide daha yiiksek
TF seviyeleri gostermistir. Li vd., (2020)'nin sonuglari, soldurma islemi sirasinda
toplam amino asit egiliminin ¢esitler arasinda da degistigini gostermistir. Mevcut
calismadan elde edilen sonuglara bakildiginda, Zihni Derin klonunun enzim
aktiviteleri Ali Riza Erten klonunun enzim aktivitelerinden daha yiiksek olup PPO
aktivitesi agisindan P < 0,001, peptidaz aktivitesi agisindan ise P=0,021 seviyesinde
anlamli farklilar tespit edilmistir. ADH aktivitelerindeki degisim klonlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bulunmamis olup Zihni Derin klonundaki total aktivitenin
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Tiim klonlarin enzim aktivitelerine bakildiginda,
ADH ve PPO aktiviteleri 18 saatlik soldurma yapilan 6rneklerde en yiiksek seviyede,
peptidaz aktivitesi ise 24 saatlik soldurulan orneklerde tespit edildi. Calisma
sonuglarimiza benzer olarak Nasir vd. (2015) calismalarinda tiim klonlarin ¢ogunun
16 ila 18 saat arasinda 1yi kalite verdigini ifade etmislerdir. Ancak her klon icin
optimum soldurma saatine dikkat edilmesi gerektigini de bildirmislerdir. Kuru ¢ayin
niteliginde azalma olmamasi1 agisindan hasat isleminden sonra 24 saat i¢inde ¢ayin
soldurma isleminin tamamlanmasi gerekir (Safi, 2018).

Korelasyon ifadesi +1 ile -1 arasindaki degisimdir. 0,5 ile 1 arasindaki ifadeler
yuksek korelasyonlari, 0,3 ile 0,5 arasindaki ifadeler orta korelasyonlari, 0,0 ile 0,3
arasindaki ifadeler zayif ve degersiz korelasyonlar1 gosterir (Tatar vd., 2019). Bu
calismada Ali Riza Erten klonunun enzim aktiviteleri ile soldurma siireleri arasindaki
korelasyon iliskileri incelendiginde, soldurma siireleri ile ADH aktivitesi arasinda
pozitif yonde zayif ve anlamsiz, PPO aktivitesi arasinda pozitif yonde orta ve anlamsiz,
peptidaz aktivitesi arasinda ise yliksek seviyede pozitif yonde anlaml iligkinin oldugu
tespit edilmistir. Zihni Derin klonunun soldurma siireleri ile PPO aktivitesi arasinda
pozitif yonde zayif ve anlamsiz, ADH aktivitesi arasinda pozitif yonde orta ve anlamli,
peptidaz aktivitesi arasinda ise yiiksek seviyede pozitif yonde anlamli iligskinin oldugu

ortaya c¢ikarilmistir. Bu durum, soldurma siireleri ile enzim aktiviteleri arasindaki
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iligkilere bakildiginda Zihni Derin klonu i¢in soldurma siirelerinin daha 6nemli oldugu
anlamima gelmektedir. Soldurma siirelerinin bu ii¢ enzimin aktivitelerinin optimum
diizeye tasinmasinda 6nemli oldugu ve bu aralikta yapilan soldurmanin ¢ay kalitesinde
etkili olan bilesenlerin sentezinde dengeyi saglayacagi on goriilmektedir. Her iki
klondan elde edilen enzim verileri ile klonlar arasindaki iliskiye bakildiginda, klonlar
ile ADH aktivitesi arasinda pozitif yonde zayif ve anlamsiz, peptidaz arasinda pozitif
yonde orta ve anlamli, PPO arasinda ise pozitif yonde yiiksek seviyede anlamli
iliskinin oldugu tespit edilmistir. Korelasyon iligkilerine bakildiginda bu sonuglar,
yiiksek ADH aktivitesine sahip olan klonlarin aroma bilesikleri bakimindan daha
zengin profillere sahip olmalari, peptidaz diizeyi yliksek olan klonlarda tat agisindan
kritik onemde olan amino asitlerin oraninin yiiksek olmasi ve PPO aktivitesi yiiksek
klonlarda daha fazla teaflavin ve tearubigin olusumu, artan renk yogunlugu, daha
giicli aroma ve tat profillerinin olmasi ile aciklanabilir. ADH, PPO ve peptidaz
aktiviteleri ile klonlar arasindaki iligkilerin bilinmesi ¢ayin aromasi, umami, tat ve renk
gibi kalite 6zelliklerini belirlemede klonlar arasindaki farkliliklar1 ortaya ¢ikararak
seleksiyon se¢iminde ya da 6zgiin klon gelistirme siireclerinde kullanilabilir.

Cay, tireticileri i¢cin 6nemli bir ekonomik girdi saglamasinin yani sira, yiiksek
egimli ve daghk alanlarin tarimsal iiretime kazandirilmasina imkan taniyan; aymi
zamanda bolgesel kalkinma ve ekonomiye katma deger saglama potansiyeli yiiksek,
stratejik dneme sahip bir {iriindiir. Ulkemiz igin stratejik bir {iriin olarak degerlendirilen
cay bitkisinin giiniimiizdeki en 6nemli sorunlarindan biri ¢ayin kalitesine katki yapan
asamalardan ilki olan soldurma stiresi ile ilgili belirsizligin devam etmesidir. Yapilan
bu calismada cayin tat, renk ve aroma gibi kalite parametrelerinde 6nemli etkiye sahip
olan peptidaz, polifenol oksidaz ve alkoldehidrogenaz enzimlerinin en aktif oldugu
soldurma siliresinin yapilan deneyler sonucu elde edilmesi, ilin Onemli
kurum/kuruluslarina bilgi verilmesi ve ¢ay kalitesinin arttirilmasina katki saglanmasi
amaclanmistir. Bu ana amag¢ dogrultusunda mevcut ¢alismada hem klonlar arasinda
hem de klonlarin kendi i¢lerinde, ii¢ enzimin spesifik aktivitelerinde soldurma
stirelerine bagl olarak farkliliklar tespit edilmistir. Peptidaz enzimi ag¢isindan en
yiiksek aktivite, her iki klonda da 24 saatlik soldurma uygulamasinda gozlemlenmis;
en diistik aktivite ise Ali Riza Erten klonunda 17 saatlik, Zihni Derin klonunda ise 19

saatlik soldurmada kaydedilmistir. Alkol dehidrogenaz enziminin en yliksek aktivitesi,
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Ali Riza Erten klonunda 18 saatlik soldurmada, Zihni Derin klonunda ise 20 saatlik
soldurmada belirlenmistir. Bu enzimin en diigiik aktivitesi ise sirastyla Ali Riza Erten
klonunda 20 saatlik, Zihni Derin klonunda ise kontrol grubunda (0 saat) tespit
edilmistir. Polifenol oksidaz enzimi i¢in en yiiksek aktivite degerleri Ali Riza Erten
klonunda 16 saatlik, Zihni Derin klonunda e ise 18 saatlik soldurmada gozlenirken;
her iki klonda de en diisiik aktivitenin kontrol grubunda (0 saat) oldugu belirlenmistir.
Bu bulgular, farkli soldurma siirelerinin her iki cay klonunda peptidaz, alkol
dehidrogenaz ve polifenol oksidaz aktivitelerini onemli Olgiide etkiledigini ve her
soldurma stiresinde enzim aktivitelerinin degiskenlik gosterdigini ortaya koymaktadir.
Ancak, en yiiksek peptidaz aktivitesinin 24 saatlik soldurma ile elde edilmesi diginda,
enzim aktivitelerinde ve farkli soldurma siirelerinde tekdiize bir egilim
saptanmamistir. Calismada, Zihni Derin klonunun enzim aktiviteleri, Ali Riza Erten
klonuna gore genel olarak daha yiiksek diizeyde bulunmustur. Tiim klonlarin genel
enzim aktiviteleri incelendiginde, ADH ve PPO aktivitelerinin 18 saatlik soldurma
stiresinde en yiiksek seviyelere ulastig1, peptidaz aktivitesinin ise 24 saatlik soldurma
uygulamasi sonucunda maksimum diizeye ¢iktig1 belirlenmistir.

Sonug¢ olarak, her iki c¢ay klonunda soldurma siirecinde hicbir enzim
aktivitesinde kademeli artisin gézlenmedigi, enzim aktivite degisimlerinin ¢ogunun
belirgin bir diizenlilige sahip olmadigi, ¢ogu enzim aktivitelerinin dalgalanma
gosterdigi ve peptidaz disinda her iki klondaki enzim aktivitelerinin degisken oldugu
tespit edilmistir. Bu c¢alisma, enzimlerin soldurma siiresi sirasinda ugradiklari
degisiklikleri gostererek siyah c¢ay kalitesi iizerindeki Onemine dikkat edilmesi
gerektigini vurgulamaktadir.

ADH, peptidaz ve PPO aktivitelerinin manipiilasyonu, soldurma sirasinda ¢ay
kalitesini artirmak i¢in umut verici bir yaklasim sunarken, enzimatik etkilesimlerin ve
cevre kosullarinin daha genis baglamini dikkate almak ¢ok 6nemlidir.

ADH, peptidaz ve PPO aktivitelerine odaklanmak tat, renk ve aroma
olusumuna dair i¢goriiler saglasa da soldurma sirasinda meydana gelen daha genis
metabolik ve genetik degisiklikleri dikkate almak Onemlidir. Cesitli enzimlerin
etkilesimi ve birden fazla genin ifadesi, cayin genel lezzet profiline katkida
bulunabilir. Ayrica, soldurma yonteminin se¢imi (6rnegin, dogal, glineste veya sicak

havada soldurma) bu biyokimyasal siirecleri daha da etkileyerek ¢ayin nihai kalitesini
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etkileyebilir. Bu karmagsik etkilesimleri anlamak, istenen lezzet ozelliklerini
gelistirmek icin ¢ay isleme tekniklerinin optimize edilmesine yardimci olabilir.

Transkriptomik caligmalar, soldurma yontemlerinin ve siirelerinin, ADH,
peptidaz ve PPO aktiviteleriyle iliskili olanlar da dahil olmak iizere ugucu bilesik
biyosentezinde yer alan genlerin ifadesini 6nemli olgiide etkileyebilir. Ayrica,
soldurma isleminde tat, renk ve aroma kalitesiyle ilgili diizenleyici aglarin
olusturulmasi, ¢cay aroma kalitesi dilizenleyici genlerinin ¢ikarilmasi i¢in kolaylik
saglar. Ancak, cay endiistrisinde ADH, peptidaz ve PPO kullanimina iliskin giincel
bilgiler yalnizca daginik kaynaklardan elde edilebilmektedir, ADH, peptidaz ve PPO
ile ¢ay arasindaki iligkiyi net bir sekilde ortaya koymak i¢in daha kapsamli bir
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

68



KAYNAKCA

Aaqil, M., Peng, C., Kamal, A., Nawaz, T., Zhang, F., & Gong, J. (2023). Tea
harvesting and processing techniques and its effect on phytochemical profile
and final quality of black tea: A review. Foods, 12(24), 4467.

Aftab, S., Saleem, M., Farrukh, S., Shamrez, B., Hamid, F. S., & Aslam, S. (2015).
Effect of different timing of withering on polyphenols and caffeine contents of
black tea (Camellia sinensis L.). Moroccan Journal of Chemistry, 3(3), 3-3.
https://doi.org/10.48317/IMIST.PRSM/morjchem-v3i3.2980

Alici, E. H., & Arabaci, G. (2018). A novel serine protease from strawberry (Fragaria
ananassa): Purification and biochemical characterization. International Journal
of Biological Macromolecules, 114, 1295-1304.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.03.165

Altan, A. (1997). Ozel gidalar teknolojisi (250 s.). Cukurova Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Ofset Atdlyesi.

Altan, A. (2001). Ozel gidalar teknolojisi. Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Genel Yayn.

Tiirkiye Istatistik Kurumu. (2024). TUIK. http://www.tuik.gov.tr (Erisim tarihi: 10
Temmuz 2025)

Bak, L. K., Schousboe, A., & Waagepetersen, H. S. (2006). The glutamate/GABA—
glutamine cycle: Aspects of transport, neurotransmitter homeostasis and
ammonia transfer. Journal of Neurochemistry, 98, 641-653.

Bardzik, J. M., Marsh, H. V., Jr., & Havis, J. R. (1971). Effects of water stress on the
activities of three enzymes in maize seedlings. Plant Physiology, 47(6), 828—
831.

Barrett, A. J. (1994). Classification of peptidases. In Methods in Enzymology (Vol.
244, pp. 1-15). https://doi.org/10.1016/0076-6879(94)44003-4

Baruah, D., Bhuyan, L. P., & Hazarika, M. (2012). Impact of moisture loss and
temperature on biochemical changes during withering stage of black tea
processing on four Tocklai released clones. Two and a Bud, 59(2), 134-142.

Belitz, H. D., Grosch, W., & Schieberle, P. (2009). Coffee, tea, cocoa. In Food
Chemistry (pp. 938-970). https://doi.org/10.1007/978-3-540-69934-7 22

Biswas, A. K., Biswas, A. K., & Sarkar, A. R. (1971). Biological and chemical factors
affecting the valuations of north-east Indian plains teas: II.—Statistical
evaluation of the biochemical constituents and their effects on briskness,
quality and cash valuations of black teas. Journal of the Science of Food and
Agriculture, 22(4), 196-204.

69



Bokuchava, M. A., & Skobeleva, N. 1. (1969). The chemistry and biochemistry of tea
and tea manufacture. Advances in Food Research, 17, 215-292.
https://doi.org/10.1016/S0065-2628(08)60311-0

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical Biochemistry, 72(1-2), 248-254. https://doi.org/10.1016/0003-
2697(76)90527-3

Buzun, G. A., Dzhemukhadze, K. M., & Mileshko, L. F. (1984). O-diphenol oxidase
of tea and quality of the raw material. Subtrop Ku’lt, 1, 35-38.

Calikoglu, E., & Bayrak, A. (2009). Cay isleme sirasinda aroma maddelerindeki
degisim. Gida, 34(2), 115-119.

Carr, M. K. V., & Stephens, W. (1992). Climate, weather and the yield of tea. Chapman
and Hall. https://doi.org/10.1007/978-94-011-2326-6 4

Cheetham, M. E. (1995). Cell stress genes and chronic neurodegenerative disorders.
Neuropathology and  Applied  Neurobiology, 21(6), 486-488.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2990.1995.tb01093.x

Chen, Q., Zhu, Y., Dai, W., Lv, H., Mu, B,, Li, P, Tan, J., Ni, D., & Lin, Z. (2019).
Aroma formation and dynamic changes during white tea processing. Food
Chemistry, 274, 915-924. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.09.072

Chen, S., Liu, H., Zhao, X., Li, X., Shan, W., & Wang, X. (2020a). Non-targeted
metabolomics analysis reveals dynamic changes of volatile and non-volatile

metabolites during oolong tea manufacture. Food Research International, 128,
108778.

Chen, Y., Zeng, L., Liao, Y., Li, J., Zhou, B., Yang, Z., & Tang, J. (2020b). Enzymatic
reaction-related protein degradation and proteinaceous amino acid metabolism
during the black tea (Camellia sinensis) manufacturing process. Foods, 9(1),
66. https://doi.org/10.3390/foods9010066

Cho, J. Y., Mizutani, M., Shimizu, B., Kinoshita, T., Ogura, M., Tokoro, K., ... Sakata,
K. (2007). Chemical profiling and gene expression profiling during the
manufacturing.

Cloughley, J. B. (1979). The effect of temperature on enzyme activity during the
fermentation phase of black tea manufacture. Journal of the Science of Food
and Agriculture, 31, 920-923.

Constabel, C. P., & Barbehenn, R. (2008). Defensive roles of polyphenol oxidase in

plants. In Induced plant resistance to herbivory (pp. 253-270). Dordrecht:
Springer Netherlands.

70



Cornish-Bowden, A. (2014). Current IUBMB recommendations on enzyme

nomenclature and kinetics. Perspectives in Science, 1(1), 74-82.
https://doi.org/10.1016/j.pisc.2014.02.004

Cupp-Enyard, C. (2008). Sigma's non-specific protease activity assay—Casein as a
substrate. ~ Journal of  Visualized  Experiments, (19), e899.
https://doi.org/10.3791/899

Calikoglu , E., Bayrak, A. (2009). Cay isleme Sirasinda Aroma Maddelerindeki
Degisim. Gida, 34(2), 115-119.

Dai, W., Hu, Z., Xie, D., Tan, J., & Lin, Z. A. (2019). Novel spatial-resolution targeted
metabolomics method in a single leaf of the tea plant (Camellia sinensis). Food
Chemistry, 311, 126007.

Deb, S., & Jolvis Pou, K. R. (2016). A review of withering in the processing of black
tea. Journal of Bio Systems Engineering, 41(4), 365-372.
https://doi.org/10.5307/JBE.2016.41.4.365

Devchoudhary, M. N., & Bajaj, K. L. (1980). Biochemical changes during withering
of tea shoots. Two Bud, 27, 13—16.

Diilger, D., Ergiin, F., & Demir, N. (2018). Investigation of bioactive chemicals of
passion flower (Passiflora incarnata L.). Tiirk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi,
5(4), 471-476. https://doi.org/10.30910/turkjans.471285

Eden, T. (1976). Tea. Tropical Agriculture Series. Longman Group Limited.

Elmas, C., & Gezer, C. (2019). Cay bitkisinin (Camellia sinensis) bilesimi ve saglik
etkileri. Akademik Gida, 17(3), 417—-428. https://doi.org/10.24323/akademik-
gida.647733

Emdadi, L., Nasernajad, B., Shokrgozar, S. T., Mehranian, M., & Vahabzadeh, F.
(2009). Optimization of withering time and fermentation conditions during
black tea manufacture using response surface methodology. Scientia Iranica,
16, 61-68.

Fisunoglu, M., & Besler, H. T. (2008). Cay ve saglik iliskisi. Klasmat Yayinlari.

Food and Agriculture Organization. (2024). FAOSTAT.
https://www.fao.org/faostat/en/#data (Erigim tarihi: 26 Temmuz 2025)

Francis, C. M., Devitt, A. C., & Steele, P. (1974). Influence of flooding on the alcohol
dehydrogenase activity of roots of Trifolium subterraneum L. Functional Plant
Biology, 1(1), 9-13.

Fu, X., Chen, Y., Mei, X., Katsuno, T., Kobayashi, E., Dong, F., & Yang, Z. (2017).
Regulation of formation of volatile compounds of tea (Camellia sinensis)
leaves by single light wavelength. Scientific Reports, 5, 16858.

71



Gandhi, K. D., Faldu, P. R., Patel, K. G., Solanki, V. H., Kansara, R. V., Singh, S., &
Vyas, T. K. (2018). Plant polyphenol oxidase: Biochemical properties and

browning of fruits and vegetables. Indian Journal of Agricultural Biochemistry,
31(1), 1-8. https://doi.org/10.5958/0974-4479.2018.00001.1

Gascoyne, K., Marchand, F., Desharnais, J., & Américi, H. (2011). Tea: History,
terroirs, varieties. https://www.amazon.com/Tea-Terroirs-Varieties-Kevin-
Gascoyne/dp/0228100275

Gonzalez-Rabade, N., Badillo-Corona, J. A., Aranda-Barradas, J. S., & del Carmen
Oliver-Salvador, M. (2011). Production of plant proteases in vivo and in vitro:
A review. Biotechnology Advances, 29(6), 983-996.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2011.08.017

Gui, J., Fu, X., Zhou, Y., Katsuno, T., Mei, X., Deng, R., & Yang, Z. (2015). Does
enzymatic hydrolysis of glycosidically bound volatile compounds really
contribute to the formation of volatile compounds during the oolong tea
manufacturing process? Journal of Agricultural and Food Chemistry, 63, 6905—
6914.

Guo, X.-Y,, Lv, Y.-Q,, Ye, Y., Liu, Z.-Y., Zheng, X.-Q., Ly, J.-L., Liang, Y.-R., & Ye,
J.-H. (2021). Polyphenol oxidase dominates the conversions of flavonol
glycosides in tea leaves. Food Chemistry, 339, 128088.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.128088

Hazarika, B., Bora, D. K., Gogoi, M., & Saikia, A. (2024). Diversifying tea: A
comprehensive  review of tea and its  derived  products.
https://doi.org/10.53550/ajmbes.2024.v26101.012

Heinstra, P. W., Geer, B. W., Seykens, D., & Langevin, M. (1989). The metabolism of
ethanol-derived acetaldehyde by alcohol dehydrogenase (EC 1.1.1.1) and
aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.3) in Drosophila melanogaster larvae.
Biochemical Journal, 259, 791-797.

Heutinck, K. M., ten Berge, 1. J., Hack, C. E., Hamann, J., & Rowshani, A. T. (2010).
Serine proteases of the human immune system in health and disease. Molecular
Immunology, 47(11-12), 1943-1955.
https://doi.org/10.1016/j.molimm.2010.04.020

Hilal, Y. (2017). Morphology, manufacturing, types, composition and medicinal
properties of tea (Camellia sinensis). Elyns Publishing, 01(02).
https://elynspublishing.com/index.php/journal/article/morphology-
manufacturing-types-composition-and-medicinal-properties-of-tea-camellia-
sinensis

Huang, F., Yang, P., Bai, S., Liu, Z., Li, J., Huang, J., & Xiong, L. (2024). Lipids: A

noteworthy role in better tea quality. Food Chemistry, 431, 137071.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2023.137071

72



Huang, W., Fang, S., Su, Y., Xia, D., Wu, Y., Liu, Q., ... Ning, J. (2023). Insights into
the mechanism of different withering methods on flavor formation of black tea
based on target metabolomics and transcriptomics. LWT, 189, 115537.

Huang, X., Ou, S., Li, Q., Luo, Y., Lin, H., Li, J., Zhu, M., & Wang, K. (2021). The
R2R3 transcription factor CsMYBS59 regulates polyphenol oxidase gene

CsPPO1 in tea plants (Camellia sinensis). Frontiers in Plant Science, 12,
739951. https://doi.org/10.3389/1pls.2021.739951

Hussain, I., Khan, F., Igbal, Y., & Khalil, S. J. (2006). Investigation of heavy metals in
commercial tea brands. Journal of the Chemical Society of Pakistan, 28, 246—
251.

Ishigami, T., Hirose, Y., & Yamada, Y. (1988). Characterization of polyphenol oxidase
from Chaetomium thermophile, a thermophilic fungus. Journal of General and
Applied Microbiology, 34(5), 401—407. https://doi.org/10.2323/JGAM.34.401

IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN). (1984).
Nomenclature and symbolism for amino acids and peptides: Recommendations
1983. European Journal of Biochemistry, 138, 9-37.
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/pdf/10.1111/.1432-
1033.1984.tb07877.x

Jabeen, S., Alam, S., Saleem, M., Ahmad, W., Bibi, R., Hamid, F. S., & Shah, H. U.
(2019). Withering timings affect the total free amino acids and mineral contents

of tea leaves during black tea manufacturing. Arabian Journal of Chemistry,
12(8), 2411-2417. https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2015.03.011

Jie, T., Jie, T., Gong, Z., Deng, Y., Chen, L., Li, Q., Shao, Y., Lin, L., & Xiao, W.
(2017). Purification, characterization and enzymatic synthesis of theaflavins of
polyphenol oxidase isozymes from tea leaf (Camellia sinensis). LWT - Food
Science and Technology, 84, 263-270.
https://doi.org/10.1016/j.1wt.2017.05.065

Jukanti, A. K. (2017). Reaction features of polyphenol oxidases (pp. 57—72). Springer.
https://doi.org/10.1007/978-981-10-5747-2 4

Kacar, B. (2010). Cay bitkisi, biyokimyasi, giibrelenmesi, isleme teknolojisi. Nobel
Yayin Dagitim.

Kagi, J. H., & Vallee, B. L. (1960). Metallothionein: a cadmium-and zinc-containing
protein from equine renal cortex. J. biol. Chem, 235(12), 3460-3465.

Kalidass, S., Vijaya, K. U., & Kumar, R. R. (2019). Biochemical Changes During
Withering Process of CTC black Tea Manufacture. Oriental Journal of
Chemistry, 35(4).

Karigar, C. S., & Rao, S. S. (2011). Role of microbial enzymes in the bioremediation

of pollutants: A  review. Enzyme  Research, 2011, 1-11.
https://doi.org/10.4061/2011/805187

73



Karori, S. M., Wachira, F. N., Wanyoko, J. K., & Ngure, R. M. (2007). Antioxidant
capacity of different types of tea products. African Journal of Biotechnology,
6, 2287-2296. https://doi.org/10.5897/AJB2007.000-2358

Kassambara, A. (2020). ggpubr: 'ggplot2' based publication ready plots (R package
version 0.4.0). https://CRAN.R-project.org/package=ggpubr

Kassambara, A. (2023). ggcorrplot: Visualization of a correlation matrix using
'ggplot2’ (R package version 0.1.4). https://CRAN.R-
project.org/package=ggcorrplot

Kerio, L. C., Wachira, F. N., Wanyoko, J. K., & Rotich, M. K. (2013). Total
polyphenols, catechin profiles and antioxidant activity of tea products from
purple leaf coloured tea cultivars. Food Chemistry, 136, 1405-1413.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.09.066

Khan, N., & Mukhtar, H. (2007). Tea polyphenols for health promotion. Life Sciences,
81, 519-533. https://doi.org/10.1016/].1£5.2007.06.011

Klabunde, T., Eicken, C., Sacchettini, J. C., & Krebs, B. (1998). Crystal structure of a
plant catechol oxidase containing a dinuclear copper active site. Nature
Structural Biology, 5, 1084—1090. https://doi.org/10.1038/4195

Koech, K. R., Wachira, F. N., Ngure, R. M., Orina, I. A., Wanyoko, J. K., Bii, C., &
Karori, S. M. (2013). Antifungal activity of crude tea extracts. African Journal
of Agricultural Research, 8, 2086-2089.
https://doi.org/10.5897/AJAR2013.6742

Kolcuoglu, Y. (2012). Purification and comparative characterization of
monophenolase and diphenolase activities from a wild edible mushroom
(Macrolepiota gracilenta). Process Biochemistry, 47(12), 2449-2454.

Kottur, G., Venkatesan, S., Senthil Kumar, R. S., & Murugesan, S. (2011). Impact of
genotype, seasons and manufacturing process on the activities of peptidase and

lipoxygenase in tea. European Food Research and Technology, 232(2), 335—
341. https://doi.org/10.1007/s00217-010-1393-5

Kubiak-Tomaszewska, G., Tomaszewski, P., & Piatkowska, E. (2020). Molecular
mechanisms of ethanol biotransformation. Xenobiotica, 50(7), 797-812.
https://doi.org/10.1080/00498254.2020.1761571

Kumar, D. S. (2015). Purification and characterization of ionically unbound
polyphenol oxidase from Cinnamomum tamala syn. Cinnamomum leaves.
Asian Food Biotech, 2(2), 31-38. https://doi.org/10.22037/AFB.V212.7487

Kumar, R. S. S., Murugesan, S., Kottur, G., & Gyamfl, D. (2012). Black tea: The
plants, processing/manufacturing and production. In V. Preedy (Ed.), Tea in
health and disease prevention (pp. 41-57). Academic Press.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-384937-3.00004-5

74



Langley, C., Tatsis, E. C., Hong, B., Nakamura, Y., Paetz, C., Stevenson, C. E. M.,
Basquin, J., Lawson, D. M., Caputi, L., & O’Connor, S. E. (2022). Expansion
of the catalytic repertoire of alcohol dehydrogenases in plant metabolism.
bioRxiv, 61. https://doi.org/10.1101/2022.07.24.501124

Latha, K., & Ramarethinam, S. (2000). Variations in the activities of the enzymes
involved in the formation and interconversion of polyphenols during black tea
manufacture. Indian Journal of Plant Physiology, 5, 400—402.

Li, D., Li, C., Hu, C., Yang, Y., Lin, C., Zhao, D., ... et al. (2020). Study on the
accumulation mechanism of amino acids during bruising and withering
treatment of oolong tea. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 68(47),
14071-14080.

Li, Y., Chen, Y., Dai, X., Pan, K., Mi, X., Qiao, D., Chen, J., Chen, Z., Shen, Q., &
Zhang, X. (2024). A comprehensive study of the physiology and chemistry of
tea withering based on untargeted metabolomic, transcriptomic, and
biochemical analyses. Food Chemistry, 141713.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2024.141713

Li, Y., He, C., Yu, X., Zhou, J., Ntezimana, B., Yu, Z., ... Ni, D. (2022). Study on
improving aroma quality of summer-autumn black tea by red-light irradiation
during withering. LWT, 154, 112597.

Liao, Y., Yu, Z., Liu, X., Zeng, L., Cheng, S., L1, J., Tang, J., & Yang, Z. (2019). Effect
of major tea insect attack on formation of quality-related nonvolatile
specialized metabolites in tea (Camellia sinensis) leaves. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 67(24), 6716-6724.
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.9b01854

Lin, Y. S., Tsai, Y. J., Tsay, J. S., & Lin, J. K. (2003). Factors affecting the levels of tea
polyphenols and caffeine in tea leaves. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 51, 1864—1873. https://doi.org/10.1021/j£021066b

Liu, S., Guo, L., Zhou, Q., Jiang, Z., Jin, L., Zhu, J., ... Wei, C. (2022a). Identification
and functional analysis of two alcohol dehydrogenase genes involved in
catalyzing the reduction of (Z)-3-hexenal into (Z)-3-hexenol in tea plants
(Camellia sinensis). Journal of Agricultural and Food Chemistry, 70(6), 1830—
1839.

Liu, Y., Chen, Q., Liu, D., Yang, L., Hu, W., Kuang, L., Teng, J., & Liu, Y. (2022b).
Comparison of the biochemical properties and enzymatic synthesis of
theaflavins by soluble and membrane-bound polyphenol oxidases from tea

(Camellia  sinensis) leaves. Food Science and Technology, 42.
https://doi.org/10.1590/fst. 117321

Lopez, S. J., Thomas, J., Pius, P. K., Kumar, R. R., & Muraleedharan, N. (2005). A
reliable technique to identify superior quality clones from tea germplasm. Food
Chemistry, 91, 771-778.

75



Mahmutoglu, H. (1994). Rize ilinin baz1 ekolojik kosullarinda, seleksiyonla bulunan
alt1 cay (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) klonunun (F-3, M-10, D-7, T-10, G-
3 ve P-20) gelisiminin arastirilmasi (Doctoral dissertation). Karadeniz Teknik
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Trabzon.

Mangolin, C. A., Prioli, A. J., & Machado, M. F. P. S. (1994). Alcohol dehydrogenase
(EC 1.1.1.1) isozymes as markers at 2,4-dichlorophenoxyacetic acid x kinetin

combinations in callus cultures of Cereus peruvianus (Cactaceae). Biochemical
Genetics, 32, 191-200.

Mayer, A. M. (2006). Polyphenol oxidases in plants and fungi: Going places?
Phytochemistry, 67(21), 2318-2331.
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2006.08.006

McDonald, A. G., & Tipton, K. F. (2014). Fifty-five years of enzyme classification:
Advances and difficulties. The FEBS Journal, 281(2), 583-592.
https://doi.org/10.1111/febs.12530

McDonald, A. G., & Tipton, K. F. (2023). Enzyme nomenclature and classification:
The state of the art. The FEBS Journal, 290(6), 1507-1520.
https://doi.org/10.1111/febs.16274

Mishra, R. K., Chaudhury, S., Ahmad, A., Pradhan, M., & Siddiqi, T. O. (2009).
Molecular analysis of tea clones (Camellia sinensis) using AFLP markers.
International Journal of Integrative Biology, 5(2), 130-136.

Mozumder, N. R., Lee, J. E., & Hong, Y. S. (2025). A comprehensive understanding
of Camellia sinensis tea metabolome: From tea plants to processed teas. Annual
Review of Food Science and Technology, 16.

Mu, D., Wu, G. L., Liu, Z. K., Tao, Y., Zhou, L. Z., Xu, W. W., & Wang, J. Q. (2014).
Analysis of volatile compounds of fresh tea leaves from Yaoluoping Nature

Preserve by SDE-GC-MS (in Chinese). Chinese Traditional and Herbal Drugs,
37, 811-815.

Muthumani, T., & Kumar, R. S. (2007). Influence of fermentation time on the
development of compounds responsible for quality in black tea. Food
Chemistry, 101(1), 98—102. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2006.01.008

Naithani, V., & Kakkar, P. (2005). Evaluation of heavy metals in Indian herbal teas.
Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology, 75(1), 197-203.
https://doi.org/10.1007/s00128-005-0738-4

Nas, S., & Oksiiz, M. (1987). Siyah ¢ayda kalite. Gida, 12(3).
Nasir, S., Mohammed, A., & Debela, A. (2015). Influence of clone and duration of
withering on quality of black tea (Camellia sinensis (L.) O. Kuntz) at Wush

Waush, south western Ethiopia. Asian Journal of Agriculture and Food Sciences,
3(5).

76



Ntezimana, B., Li, Y., He, C., Yu, X., Zhou, J., Chen, Y., & Ni, D. (2021). Different
withering times affect sensory qualities, chemical components, and nutritional
characteristics of black tea. Foods, 10(11), 2627.
https://doi.org/10.3390/foods10112627

Obanda, M., Owuor, P. O., Mang’oka, R., & Kavoi, M. M. (2004). Changes in
thearubigin fractions and theaflavin levels due to variations in processing
conditions and their influence on black tea liquor brightness and total colour.
Food  Chemistry, 85(2), 163-173.  https://doi.org/10.1016/S0308-
8146(02)00183-8

Obanda, M., Owuor, P. O., & Mang’oka, R. (2001). Changes in the chemical and
sensory quality parameters of black tea due to variations of fermentation time
and temperature. Food Chemistry, 75, 395-404.

Olmez, H., & Yilmaz, A. (2010). Changes in chemical constituents and polyphenol
oxidase activity of tea leaves with shoot maturity and cold storage. Journal of
Food Processing and Preservation, 34, 653—665.

Omiadze, N. T., Mchedlishvili, N. 1., Rodrigez-Lopez, J. N., Abutidze, M. O.,
Sadunishvili, T. A., & Pruidze, N. G. (2014). Biochemical processes at the stage

of withering during black tea production. Applied Biochemistry and
Microbiology, 50(4), 394—397. https://doi.org/10.1134/S0003683814040103

Onat, T., Emerk, K., & Sézmen, E. (2002). Insan biyokimyasi. Palme Yayincilik. ISBN
975-8624-20-2

Ono, E., Handa, T., Koeduka, T., Toyonaga, H., Tawfik, M. M., Shiraishi, A., & Matsui,
K. (2016). CYP74B24 is the 13-hydroperoxide lyase involved in biosynthesis
of green leaf volatiles in tea (Camellia sinensis). Plant Physiology and
Biochemistry, 98, 112-118.

Owuor, P. O., & Obanda, M. (1996). The impact of withering temperature on black tea
quality. Journal of the Science of Food and Agriculture, 70(3), 288-292.
https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-0010(199603)70:3<288:: AID-
JSFA482>3.0.CO;2-Q

Owuor, P. O., & Orchard, J. E. (1991). Variations in black tea quality due to changing
withering techniques in smallholder factories. Tea, 12(1), 32—40.

Owuor, P. O., & Orchard, J. E. (1989). Withering. Annual Report. Tea Research
Foundation of Kenya, 89—102.

Owuor, P. O., & Orchard, J. E. (1992). Effects of storage time in a two-stage withering

process on the quality of seedling black tea. Food Chemistry, 45(1), 45—49.
https://doi.org/10.1016/0308-8146(92)90011-P

77



Ozdemir, F. (1992). Farkl1 kivirma metotlarinin ii¢ siirgiin donemi ¢ayin siyah ¢aya
islenmesinde uygulanma etkinligi ve {iretilen siyah caylarin bazi fiziksel,
kimyasal ve duyusal ozellikleri (Doktora Tezi). Atatiirk Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Palma, J. M., Sandalio, L. M., Corpas, F. J., Romero-Puertas, M. C., McCarthy, I., &
Luis, A. (2002). Plant proteases, protein degradation, and oxidative stress: Role
of peroxisomes. Plant Physiology and Biochemistry, 40(6-8), 521-530.
https://doi.org/10.1016/S0981-9428(02)01404-3

Pearce, R. D., & Simokhin, S. P. (2022). Expansion of the catalytic repertoire of
alcohol dehydrogenases in plant metabolism. Angewandte Chemie, 134(48).
https://doi.org/10.1002/ange.202210934

Peterson, J., Dwyer, J., Jacques, P., Rand, W., Prior, R., & Chui, K. (2004). Tea variety
and brewing techniques influence flavonoid content of black tea. Journal of
Food Composition and Analysis, 17(3—4), 397-405.

Polaina, J., & MacCabe, A. P. (2007). Industrial enzymes (pp. 531-547). Springer.
ISBN 978-1-4020-5377-1

Qi, S., Zeng, T., Sun, L., Xu, L., & Xiao, P. (2024). Widely targeted metabolomic
analysis reveals effects of yellowing process time on the flavor of vine tea
(Ampelopsis grossedentata). https://doi.org/10.1016/j.fochx.2024.101446

Qiao, D., Zhu, J., Mi, X., Xie, H., Shu, M., Chen, M., & Wei, C. (2023). Effects of
withering time of fresh leaves on the formation of flavor quality of Taiping
Houkui tea. LWT, 182, 114833.

Qiu, F.F.,Yu, Z., A1, Z., Chen, Y., Liao, G., & Ni, D. (2014). The influence of withering
temperature, humidity and wind speed on the quality of black tea. Chin. Tea,
11, 22-25.

Queiroz, C., Lopes, M. L. M., Fialho, E., & Valente-Mesquita, V. L. (2008).
Polyphenol oxidase: Characteristics and mechanisms of browning control.
Food Reviews International, 24(4), 361-375.
https://doi.org/10.1080/87559120802190872

R Core Team. (2024). R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing. https://www.R-project.org/

Rani, K., Rana, R., & Datt, S. (2012). Review on latest overview of proteases.
International Journal of Current Life Sciences, 2(1), 12—18.

Rao, M. B., Tanksale, A. M., Ghatge, M. S., & Deshpande, V. V. (1998). Molecular
and biotechnological aspects of microbial proteases. Microbiology and
Molecular Biology Reviews, 62(3), 597-635.
https://doi.org/10.1128/MMBR.62.3.597-635.1998

78



Ravichandran, R., & Parthiban, R. (1998). Changes in enzyme activities (polyphenol
oxidase and phenylalanine ammonia lyase) with type of tea leaf and during
black tea manufacture and the effect of enzyme supplementation of dhool on
black tea quality. Food Chemistry, 62(3), 277-281.

Rawal, H. C., Kumar, P. M., Bera, B., Singh, N. K., & Mondal, T. K. (2020). Decoding
and analysis of organelle genomes of Indian tea (Camellia assamica) for
phylogenetic confirmation. Genomics, 112(1), 659—-668.

Ren, G., Fan, Q., He, X., Li, W., & Tang, X. (2020). Applicability of multifunctional
preprocessing device for simultaneous estimation of spreading of green tea,
withering of black tea and shaking of oolong tea. Journal of the Science of Food
and Agriculture, 100(2), 560-569. https://doi.org/10.1002/jsfa.10046

Roberts, G. R., & Sanderson, G. W. (1966). Changes undergone by free amino-acids
during the manufacture of black tea. Journal of the Science of Food and
Agriculture, 17(4), 182—188. https://doi.org/10.1002/jsfa.2740170409

RStudio Team. (2024). RStudio: Integrated development environment for R. Posit
Software, PBC. https://posit.co/

Sabhapondit, S., Bhattacharyya, P., Bhuyan, L. P., Hazarika, M., & Goswami, B. C.
(2014). Optimisation of withered leaf moisture during the manufacture of black

tea based upon theaflavins fractions. International Journal of Food Science and
Technology, 49(1), 205-2009. https://doi.org/10.1111/ijfs.12299

Safi, Y. (2018). Cay atiklarindan yararlanarak cay oziitd miktarmin arttiriimasi
(Yiksek Lisans Tezi). Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisi, Rize.

Sakli, A. R., & Abanoz, Y. (2024). Cayin anavatani, sistematigi ve tarihi gelisimi. In
K. Yazici (Ed.), A’dan Z’ye Cay (Aralik 2024). Ankara, Tiirkiye.

Salleh, A. S., Zaliha, R. J., Rahman, R. A., & Basri, M. (2006). New lipases and
proteases. Nova Science Publishers. ISBN 1600210686

Sanderson, G. W., & Selvendran, R. R. (1965). The organic acids in tea plants: A study
of the non-volatile organic acids separated on silica gel. Journal of the Science
of Food and Agriculture, 16, 251-258.
https://doi.org/10.1002/jsfa.2740160504

Sanderson, G. W., & Roberts, G. R. (1964). Peptidase activity in shoot tips of the tea
plant  (Camellia  sinensis).  Biochemical Journal, 93(2), 419.
https://doi.org/10.1042/bj0930419

Sang, S., Lambert, J. D., Ho, C.-T., & Yang, C. S. (2011). The chemistry and

biotransformation of tea constituents. Pharmacological Research, 64(2), 87—
99. https://doi.org/10.1016/j.phrs.2011.02.007

79



Sathyanathan, R., Palanisamy, C. P., Gandhi, S., AKA, M., Padmanabhan, M.,
Perisamy, S. K., & Kanniappan, G. V. (2015). Biochemical analysis on crop
shoots of Camellia sinensis (L.) O. Kuntze tea from the selected UPASI-16
clone. Scripta Scientifica Pharmaceutica, 2(1), 40—48.

Sekiya, J., Kajiwara, T., & Hatanaka, A. (1984). Seasonal changes in activities of
enzymes responsible for the formation of C6-aldehydes and Cé6-alcohols in tea
leaves, and the effects of environmental temperatures on the enzyme activities.
Plant and Cell Physiology, 25, 269—280.

Singh, D., Samantal, T., Das, S., Ghoshl, A. K., Mitra, A., & Ghosh, B. C. (2012).
Development of a customized trough to study withering of tea leaves. Two and
a Bud, 59(2), 143-147.

Sluijsmans, C. M. J., Van Dijk, T. A., Kolenbrander, C. J., De la Lande Cremer, L. C.
N., Smilde, K. W., & Werkhoven, C. H. E. (1978). The spreading of animal
excrement on utilized agricultural areas of the community. I. Scientific bases
for the limitation of quantities and criteria for rules thereon. Information on
Agriculture, 47, July 1978. ISBN 92-825-0500-6

Soheili-Fard, F., Ghassemzadeh, H. R., & Salvatian, S. B. (2015). Impact of withering
process on sensory properties of black tea. Journal of Biodiversity and
Environmental Sciences, 6(5), 42—48.

Sud, R. G., & Baru, A. (2000). Seasonal variations in theaflavins, thearubigins, total
colour and brightness of Kangra orthodox tea (Camellia sinensis (L.) O.

Kuntze) in Himachal Pradesh. Journal of the Science of Food and Agriculture,
80, 1291-1299.

Sullivan, M. L. (2015). Beyond brown: Polyphenol oxidases as enzymes of plant
specialized  metabolism.  Frontiers in Plant Science, 5, 783.
https://doi.org/10.3389/fpls.2014.00783

Takeo, T. (1966). Tea leaf polyphenol oxidase: Part III. Studies on the changes of
polyphenol oxidase activity during black tea manufacture. Agricultural and
Biological Chemistry, 30(6), 529-535.
https://doi.org/10.1080/00021369.1966.10858642

Takeo, T., & Baker, J. E. (1973). Changes in multiple forms of polyphenol oxidase
during maturation of tea leaves. Physicochemistry, 12, 21-24.

Tanaka, T., & Kouno, I. (2003). Oxidation of tea catechins: Chemical structures and
reaction mechanism. Food Science and Technology Research, 9, 128—133.

Tarim ve Orman Bakanligi, Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitiisii.

(2024). Tarim tirtinleri piyasalart: Cay raporu.
https://arastirma.tarimorman.gov.tr/tepge (Erisim tarihi: 2 Eyliil 2025)

80



Tatar, S., Obek, E., Arslan Topal, E. 1., & Topal, M. (2019). Uptake of some elements
with aquatic plants exposed to the effluent of wastewater treatment plant.
Pollution, 5(2), 377-386. https://doi.org/10.22059/poll.2019.269722.542

Temizkan, G., Yilmazer, S., Oztiirk, M., Ar1, S., Ertan, H., Topal Sarikaya, A., & Arda,
N. (2008). Molekiiler biyolojide kullanilan yontemler (G. Temizkan & N. Arda,
Eds.). Nobel Yayinevi. ISBN 9789754205831

Tesniere, C., & Verri¢s, C. (2001). Alcohol dehydrogenase: A molecular marker in
grapevine (pp. 203-223). Springer Netherlands. https://doi.org/10.1007/978-
94-017-2308-4_8

Thanaraj, S. N. S., & Seshadri, R. (1990). Influence of polyphenol oxidase activity and
polyphenol content of tea shoot on quality of black tea. Journal of the Science
of Food and Agriculture, 51(1), 57-69.
https://doi.org/10.1002/jsfa.2740510107

Tomlins, K. I., & Mashingaidze, A. (1997). Influence of withering, including leaf
handling, on the manufacturing and quality of black teas—a review. Food
Chemistry, 60(4), 573-580. https://doi.org/10.1016/S0308-8146(97)00035-6

Too, J. C., Kinyanjui, T., Wanyoko, J. K., & Wachira, F. N. (2015). Effect of sunlight
exposure and different withering durations on theanine levels in tea (Camellia
Sinensis). Food and Nutrition Sciences, 6(11), 1014.
https://doi.org/10.4236/fns.2015.611105

Tran, L. T., Taylor, J. S., & Constabel, C. P. (2012). The polyphenol oxidase gene
family in land plants: Lineage-specific duplication and expansion. BMC
Genomics, 13(1), 395. https://doi1.org/10.1186/1471-2164-13-395

Turkmen, N., Sar1, F., & Velioglu, Y. S. (2009). Factors affecting polyphenol content
and composition of fresh and processed tea leaves. Akademik Gida, 7(6), 29—
40.

Tiirkhan, A., Faiz, O., Kaya, E., & Kogyigit, A. (2018). Immobilization of polyphenol
oxidase enzyme on new matrix antimony doped tin oxide (SnO2: Sb) thin film.
Fresenius Environmental Bulletin, 27(7).

Uckaya, F. (2015). Citrus sinensis (L.) Osbeck (Portakal) ve Citrus limon (L.) Burm.F.
(Limon) ¢igeklerinden proteaz ve peroksidaz enzimlerinin saflastiriimasi ve
endiistride kullanimlarinin aragtirilmasi (Doktora Tezi). Mugla Sitk1 Kogman
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mugla.

Ullah, M. R., & Roy, P. C. (1982). Effect of withering on the polyphenol oxidase level
in the tea leaf. Journal of the Science of Food and Agriculture, 33(5), 492-495.
https://doi.org/10.1002/jsfa.2740330515

Ullah, M. R., Gogoi, N., & Baruah, D. (1984). The effect of withering on fermentation

of tea leaf and development of liquor characters of black teas. Journal of the
Science of Food and Agriculture, 35(10), 1142—-1147.

81



URL-1. (2022). Cay calistay1 kitapcigl. Recep Tayyip Erdogan Universitesi.
http://cayihtisas.erdogan.edu.tr/Files/ckFiles/cayihtisas-erdogan-edu-
tr/%C3%87AY %20%C3%87ALI%C5%9ETAY1%20K %C4%B0TAP%C3%38
T1%CA4%9ELpdf (Erisim tarihi: 4 Agustos 2025)

Uzun, E. (2013). Camellia sinensis var. sinensis (L.) Kuntze (Theaceae)’de yiikseklik
gradiyenti boyunca makroelement degisimi ve rezorbsiyonu (Yiksek Lisans
Tezi). Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Rize.

Verloop, A. J. W., Vincken, J.-P., & Gruppen, H. (2016). Peroxidase can perform the
hydroxylation step in the “oxidative cascade” during oxidation of tea catechins.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 64(42), 8002-8009.
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.6b03029

Wachira, F. N., Kamunya, S. M., Karori, S. M., Chalo, R. M., & Maritim, T. (2013).
The tea plants: Botanical aspects (pp. 3-17). Elsevier Inc.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-384937-3.00001-X

Wang, D., Kurasawa, E., Yamaguchi, Y., Kubota, K., & Kobayashi, A. (2001). Analysis
of glycosidically bound aroma precursors in tea leaves. 2. Changes in glycoside
contents and glycosidase activities in tea leaves during the black tea
manufacturing process. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 49, 1900—
1903.

Wang, K., Chen, Q., Lin, Y., Li, S., Lin, H., Huang, J., & Zhonghua, L. (2014).
Comparison of phenolic compounds and taste of Chinese black tea. Food
Science and Technology Research, 20(3), 639—-646.
https://doi.org/10.3136/fstr.20.639

Wang, Y., Zheng, P. C., Liu, P. P, Song, X. W,, Guo, F., Li, Y. Y., ... & Jiang, C. J.
(2019). Novel insight into the role of withering process in characteristic flavor

formation of teas using transcriptome analysis and metabolite profiling. Food
Chemistry, 272, 313-322. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.08.013

Ward, O. P. (1985). Proteolytic enzymes. In M. Moo-Young (Ed.), Comprehensive
biotechnology (1st ed., pp- 789-818). Pergamon Press.
https://doi.org/10.1016/B978-0-444-64046-8.00187-7

Weisburger, J. H. (1997). Tea and health: A historical perspective. Cancer Letters,
114(1-2), 315-317. https://doi.org/10.1016/S0304-3835(97)04691-0

Wickham, H. (2016). ggplot2: FElegant graphics for data analysis. Springer.
https://ggplot2.tidyverse.org

Wickham, H., & Bryan, J. (2023). readxl: Read Excel files (R package version 1.4.3).
https://CRAN.R-project.org/package=readxl|

82



Wickham, H., Francois, R., Henry, L., & Miiller, K. (2023). dplyr: A grammar of data
manipulation (R package version 1.1.4). https://CRAN.R-
project.org/package=dplyr

Wu, H., Sheng, C., Lu, M., Ke, H., Li, T., Wei, Y., & Ning, J. (2024). Identification of
the causes of aroma differences in white tea under different withering methods
by targeted metabolomics. Food Bioscience, 59, 104020.

Wu, H., Huang, W., Chen, Z., Chen, Z., Shi, J., Kong, Q., Sun, S., Jiang, X., Chen, D.,
& Yan, S. (2019). GC-MS-based metabolomic study reveals dynamic changes
of chemical compositions during black tea processing. Food Research
International, 120, 330-338.

Wu, Z.-J., Ma, H.-Y., & Zhuang, J. (2018). iTRAQ-based proteomics monitors the
withering dynamics in postharvest leaves of tea plant (Camellia sinensis).
Molecular Genetics and Genomics, 293(1), 45-59.
https://doi.org/10.1007/s00438-017-1362-9

Yabaci, S. N. (2008). Cay bitkisi polifenol oksidaz enziminin saflastirilmasi ve bazi
ozelliklerinin belirlenmesi (Yiiksek Lisans Tezi). Cukurova Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Adana.

Yamamoto, T., Juneja, L. R., Chu, D. C., & Kim, M. (1997). Chemistry and
applications of green tea. CRC Press. ISBN 0-8493-4006-3

Yang, Z., Baldermann, S., & Watanabe, N. (2013). Recent studies of the volatile
compounds in tea. Food Research International, 53(2), 585-599.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2013.02.011

Yang, C., Hu, Z., Lu, M., Li, P, Tan, J., Chen, M., Lv, H., Zhu, Y., Zhang, Y., Guo, L.,
Peng, Q., Dai, W., & Lin, Z. (2018). Application of metabolomics profiling in
the analysis of metabolites and taste quality in different subtypes of white tea.
Food Research International, 106, 909-919.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2018.01.069

Yang, Z.-W., Duan, X.-N., Jin, S., Li, X.-W., Chen, Z.-M., Ren, B.-Z., & Sun, X.-L.
(2013). Regurgitant derived from the tea geometrid Ectropis obliqua
suppresses wound-induced polyphenol oxidases activity in tea plants. Journal
of Chemical Ecology, 39(6), 744—751. https://doi.org/10.1007/s10886-013-
0296-x

Yao, L., Liu, X., Jiang, Y., Caffin, N., D’Arcy, B., Singanusong, R., ... & Xu, Y. (2006).
Compositional analysis of teas from Australian supermarkets. Food Chemistry,
94(1), 115-122. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2004.11.009

Yazici, K. (2021). Tea agriculture in Turkey. In M. Pakyiirek (Ed.), Current studies on

fruit science (pp. 1-284). Iksad Publications, Ankara. ISBN: 978-625-8423-25-
9

83



Yazici, S. O. (2012). Gypsophila pilulifera Boiss. tiiriinden elde edilen ekstrelerin
saflastirilmig alkalen proteaz ve DNA hasari {izerine etkileri ile antioksidan
kapasitelerinin arastirilmasi (Doktora Tezi). Siileyman Demirel Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii, Isparta.

Ye, J., Luo, Y., Wang, Y., Zhang, Q., Zhang, S., Gu, J.,& Wang, H. (2024). Withering
and fermentation affect the transformation and accumulation of key
metabolites in Rougui (Camellia sinensis) for the formation of special taste
characteristics. Foods, 13(23), 3955.

Ye, Y., Dong, C., Luo, F., Cui, J., Liao, X., Lu, A., ... & Tong, H. (2020). Effects of
withering on the main physical properties of withered tea leaves and the

sensory quality of Congou black tea. Journal of Texture Studies, 51(3), 542—
553. https://doi.org/10.1111/jtxs.12498

Ye, Y., Yan, J., Cui, J., Mao, S., Li, M., Liao, X., & Tong, H. (2018). Dynamic changes
in amino acids, catechins, caffeine and gallic acid in green tea during withering.
Journal of Food Composition and Analysis, 66, 98-108.
https://doi.org/10.1016/j.jfca.2017.12.008

Yilmaz, L., & Elmaci, Y. (2018). Polyphenol oxidase enzyme and inactivation
methods. Turkish Journal of Agriculture: Food Science and Technology, 6(3),
333-345. https://doi.org/10.24925/turjaf.v6i3.333-345.1727

Yin, J., Xu, Y., Yuan, H., Yu, S., Wei, K., Chen, J., et al. (2009). Dynamic change of
main biochemical components of premium green tea fresh leaves during
spreading. Journal of Tea Science, 29(2), 102—-110.

Yoruk, R., & Marshall, M. R. (2003). Physicochemical properties and function of plant
polyphenol oxidase: a review. Journal of Food Biochemistry, 27(5), 361-422.
https://doi.org/10.1111/j.1745-4514.2003.tb00289.x

You, F. N., Chen, S. S., Zhou, Z. W., Li, X. L., Hao, Z. L., & Sun, Y. (2018). Effect of
flavor components on different illumination time during withering process in
Tieguanyin tea. Chinese Journal of Tropical Crops, 39(09), 1856—1862.

Yu, X. (2020). Effects of different withering methods on components metabolism
related to color, aroma and taste quality in green tea (PhD Thesis). Huazhong
Agricultural University.

Yu, X., Li, Y., He, C., Zhou, J., Chen, Y., Yu, Z., Wang, P, & Ni, D. (2020a).
Nonvolatile metabolism in postharvest tea (Camellia sinensis L.) leaves:
Effects of different withering treatments on nonvolatile metabolites, gene
expression levels, and enzyme activity. Food Chemistry, 327, 126992.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.126992

Yu, X., Hu, S, He, C., Zhou, J., Qu, F., Ai, Z., Chen, Y., & Ni, D. (2019). Chlorophyll
metabolism in postharvest tea (Camellia sinensis L.) leaves: Variations in color

84



values, chlorophyll derivatives, and gene expression levels under different
withering treatments. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 67, 10624—
10636.

Yu, Z., & Yang, Z. (2020b). Understanding different regulatory mechanisms of
proteinaceous and non-proteinaceous amino acid formation in tea (Camellia
sinensis) provides new insights into the safe and effective alteration of tea
flavor and function. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 60(5),
844-858. https://doi.org/10.1080/10408398.2018.1552245

Yuan, C., Yan, L., Li, Q., Jin, R., & Ren, L. (2018). Purification of tea saponins and
evaluation of its effect on alcohol dehydrogenase activity. Central European
Journal of Biology, 13(1), 56—63. https://doi.org/10.1515/biol-2018-0008

Zeng, J., L1, Y., Li, F., & Zhou, S. (2024). Comparison of the activity of theaflavins
produced by recombinant polyphenol oxidase and commercial enzyme.
Synlett. https://doi.org/10.1055/a-2456-9862

Zeng, L., Watanabe, N., & Yang, Z. (2019). Understanding the biosyntheses and stress
response mechanisms of aroma compounds in tea (Camellia sinensis) to safely
and effectively improve tea aroma. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, 59(14), 2321-2334.
https://doi.org/10.1080/10408398.2018.1506907

Zeng, L., Zhou, Y., Fu, X., Mei, X., Cheng, S., Gui, J., et al. (2017). Does oolong tea
(Camellia sinensis) made from a combination of leaf and stem smell more

aromatic than leaf-only tea? Contribution of the stem to oolong tea aroma. Food
Chemistry, 237, 488—498.

Zhang, G., Yang, J., Dandan, C., Dandan, Z., Li, Y., Wan, X., & Zhao, J. (2020).
Transcriptome and metabolic profiling unveiled roles of peroxidases in
theaflavin production in black tea processing and determination of tea
processing suitability. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 68(11),
3528-3538. https://doi.org/10.1021/acs.jatc.9b07737

Zhang, L., Ho, C.-T., Zhou, J., Santos, J. S., Armstrong, L., & Granato, D. (2019).
Chemistry and biological activities of processed Camellia sinensis teas: A

comprehensive review. Comprehensive Reviews in Food Science and Food
Safety, 18(5), 1474-1495. https://doi.org/10.1111/1541-4337.12479

Zhang, S. (2023). Recent advances of polyphenol oxidases in plants. Molecules, 28(5),
2158. https://doi.org/10.3390/molecules28052158

Zheng, X. Q., Li, Q. S., Xiang, L. P., & Liang, Y. R. (2016). Recent advances in
volatiles of teas. Molecules, 21, 338.

Zhou, J., Yu, X., He, C., Qiu, A., Li, Y., Shu, Q., & Ni, D. (2020a). Withering degree
affects flavor and biological activity of black tea: A non-targeted metabolomics
approach. LWT, 130, 109535. https://doi.org/10.1016/j.1wt.2020.109535

85



Zhou, Z., Wu, Q., Yao, Z.-L., Deng, H., Liu, B., Yue, C., Deng, T., Lai, Z., & Sun, Y.
(2020b). Dynamics of ADH and related genes responsible for the
transformation of C6-aldehydes to C6-alcohols during the postharvest process

of oolong tea. Food Science and Nutrition, 8(1), 104-113.
https://doi.org/10.1002/fsn3.1272

Zohora, K. F. T., & Arefin, M. R. (2022). Tea and tea product diversification: A review.
Turkish Journal of Agriculture: Food Science and Technology, 10(12), 2334—
2353. https://doi.org/10.24925/turjaf.v10i12.2334-2353.5280

86



