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0z

Kafein, 6nemli bir tarimsal iiriin olan ¢ayin en 6nemli bilesenidir. Kafein yaygin kullanimi nedeniyle biiytiik ticari
deger tasimaktadir. Sinir sistemi iizerine uyarici etkiye sahip olan kafein, asir1 tiiketildiginde istenmeyen etkilere
neden olabilmektedir. Tiirkiye, Diinya ¢ay iiretiminde altinci siradadir fakat yillik kisi bagina ¢ay tiiketiminde
birinci sirada yer almaktadir. Kafeinin ekonomik dnemi ve iilkemizdeki ¢ay tiiketiminin fazla olmasi nedeniyle
¢ayin kafein igeriginin kesin olarak bilinmesi 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada ¢ayin kafein igerigi farkli demleme
ve analiz sartlar1 uygulanarak, UV-Vis spektrofotometre cihazi ile belirlenmistir. Cay demleri hazirlanirken
demlikte ¢ay demleme yontemi dikkate alinarak durgun sartlarda calisilms, {i¢ farkli sicaklikta farkli demleme
stiresi, ¢cay/su ve dem/kloroform orani igin yiizde kafein i¢erikleri bulunmustur. Bu ¢alismaya gore, ¢ayda analiz
edilen kafein degerleri demleme sicakligina ¢ok baghdir. Diisiik sicakliklarda kafeinin deme ¢ekilmesi igin uzun
stire gerekmekte, yliksek sicaklikta ¢ay/su orani artigi kafein degerini etkilemektedir. Kloroform ti¢ farkli sicaklik
icin yiiksek hacimli demlerden bile kafeini ekstrakte edebilmektedir. Diisitk LOD (0.338 mg/L) ve LOQ (1.025
mg/L) degerleri ile bu yontem kafeinsiz kahve ya da ¢ay ve bitki ¢aylari i¢in de uygundur.

Anahtar Kelimeler- Camellia Sinensis, Cay Demi, Kafein, Kloroform

ABSTRACT

Caffeine is the main component of tea that is important as an agricultural product. Caffeine has a great commercial
value because of its different industrial applications. It has a stimulating effect on the nervous system and can
cause undesirable effects when consumed excessively. Turkey is a significant producer of tea, ranking sixth in the
world but has one of the world’s highest per capita consumption levels. Due to the economic importance of caffeine
and the health effects caused by high consumption level of tea, it is important to know the caffeine content of tea
precisely. In this study, the caffeine content of the tea was determined by applying different brewing and analysis
conditions with UV-Vis spectrophotometer. While preparing tea infusions, stagnant conditions were used by
considering the brewing tea in the teapot and the percentage of caffeine contents were obtained by changing the
brewing time, tea/water and infusion/chloroform ratio for three different temperatures. According to the results,
the measured caffeine are highly dependent on brewing temperature. Brewing requires a long time at low
temperatures and the increase in tea/water ratio at high temperature affects the caffeine percentage. Chloroform is
capable of extracting the caffeine from tea infusions even at high volume of infusions and high temperature. Since
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it has low LOD (0.338 mg/L) and LOQ (1.025 mg/L) values, this method is also suitable for decaffeinated coffee
or tea and herbal teas.

Keywords- Camellia Sinensis, Tea Infusion, Caffeine, Chloroform

I. GIRiS

Kafein 63 kadar bitkinin tohumu, meyvesi ve yapraklarinda dogal olarak bulunan ksantin
alkaloidlerindendir. Kafein 6zellikle kahve ve kakao c¢ekirdeginde, ¢ay, mate (Paraguay ¢ay1) yapraginda ve kola
cevizinde bulunur [1,2]. Sinir, sindirim, kalp-damar, dolasim ve solunum sistemi iizerine ¢ok sayida etkisi
bulunmaktadir. Bobrek fonksiyonlar1 ve kas-kemik sistemi de kafein tarafindan etkilenmektedir [2,3]. Kafein
merkezi sinir sistemi i¢in gii¢lii bir uyaricidir ve yiiksek miktarlarda alindiginda sindirim sisteminde ciddi tahrisler
ve istenmeyen etkiler meydana getirebilir. Kafein tipta, dolagim ve solunum sistemini uyarici olarak, ditiretik etkisi
nedeni ile ve beyin kan basinci azaltigindan bas agrilarimi gegirmek igin kullanilmaktadir [2,4]. Gunliik
hayatimizda yiyecek, i¢ecek ve ilaglar yoluyla aldigimiz kafeinin dozu, bu gida ya da ilaglarin tiiketim miktarina
ve igerdikleri kafein miktarina bagli olarak degismektedir. Kavrulmus kahve ¢ekirdegi %1.1-2.2, yesil kahve
cekirdegi %1.5, kakao ¢ekirdegi %0.03-1.7, ¢ay yapragi %1.5-3.5, mate %0.9-2.2 kafein i¢ermektedir [5,6].
Kafein, en ¢ok igecekler yolu ile alinir ve ¢ay, diinyada sudan sonra en ¢ok tiiketilen i¢ecek oldugundan, kafeinin
biiyiik miktar1 ¢ay i¢imi ile viicuda alinir [3,7].

Cay, caygiller (Theaceae) familyasindan kiiciik bir aga¢ olan Camellia sinensis bitkisinin yapraklari ve
yaprak tomurcuklaridir [8,9]. Anavatani Cin olarak bilinen bu bitkinin kurutulmus yapraklarinin sicak suda
demlenmesi ile elde edilen igecek de “cay” olarak tanimlanir [10]. Baslangigta ilag olarak kullanilan ¢ay, giderek
yayginlasmis ve MS 6. Yiizyilda giindelik bir igecek haline gelmistir. Tiiketimi fazla oldugundan dnemli bir zirai
{iriindiir. Diinya’da 45 tropik ve subtropik iilkede cay iiretimi yapilmakta olup, 2018 Gida ve Tarim Orgiitii (Food
and Agriculture Organization, FAQO) verilerine gore kuru ¢ay iiretimi 5.9 milyon ton olarak ger¢eklesmistir. Diinya
kuru ¢aymin %36’s1 Cin’de, %4°1 ise Tirkiye’de {iretilmektedir. Yurdumuzda gay yetistirme denemeleri ilk defa
1888-1892 tarihleri arasinda, Japonya’dan getirilen ¢ay tohumlari ile Bursa’da yapilmis, fakat gerekli ekolojik
sartlar bulunmadigindan bu denemelerden basarili sonu¢ alinamamistir. 1924 yilinda Rize’de, Giircistan’dan
getirilen tohum ve fidanlarla ilk ¢ay yetistirme denemelerinden sonug alinmis ve ilk ¢ay fabrikasi 1947 yilinda
Rize’de kurulmustur. Giinlimiizde, Dogu Karadeniz Bolgesi’nin, Hopa’dan Ordu’ya kadar uzanan, 15-20 km
genisliginde uzun bir sahil seridinde ¢ay tarim1 yapilmaktadir. Tiirkiye, diinyadaki en biiyiik ¢ay treticilerinden
biridir ve ayn1 zamanda cay tiiketiminin en fazla oldugu tlkedir. Tiirk insan1 yilda kisi basina 2500 bardak cay
tilketmekte bu da yaklasik 3.5 kg dokme caya karsilik gelmektedir [11,12].

Ulkemizde cay tiiketimi ve kiiltiirii uzun bir gecmise sahip degildir, fakat cay, giiniimiizde olusturdugu
kiiltiirii ile sosyal yagamda yeri doldurulamayacak bir deger haline gelmistir. Tiirkiye’de siyah dokme cay tercih
edilir ve ¢aydanlik-demlik kullanilarak ¢ay hazirlanir. Demlikte karistirma yapilmaz ve yiizeydeki ¢ayin dibe
¢okmesi sonrasinda, demin olustuguna karar verilir. Alttaki ¢aydanlikta su siirekli kaynatilir ve iste konulan
demlikte tutulan demlenmis ¢aydan istenilen miktar alinip, kaynamig su ile seyreltilir. Bardakta yapilan bu
seyreltme isleminde az dem kullanilmig ise “agik ¢ay”, cok dem kullanilmus ise “koyu ¢ay” tanimlamalari kullanilir
[11]. Seyreltme iglemine gore viicuda alinan kafein miktar1 da degismektedir. Bu nedenle ¢aydaki kafeinin
miktarinin belirlenmesi, viicut tizerindeki etkileri diisiiniildiigiinde bir hayli dnem kazanmaktadir.

Kafeinin ekonomik dnemi ve iilkemizdeki ¢ay tiikketiminin fazla olmasi nedeniyle ¢ayin kafein igeriginin
kesin olarak bilinmesi 6nem tagimaktadir. Bir bardak ¢aydaki kafein miktari ¢ay ¢esidi, demleme siiresi, demleme
sirasinda karistirma yapilmasi, ¢ay/su orani ve sunum hacmi gibi ¢ok farkli faktorlere baghdir [13]. Yiiksek
sicaklik kafein ¢ozliniirliigiinii ve difiizyon hizini artirir ve demleme siiresini kisaltir [14,15]. Demleme siiresi ise
demdeki kafein konsantrasyonundan ¢ok etkilenir. Sicak su ¢aya temas ettiginde 0-15 dakikada demdeki kafein
miktar1 hizla artar, uzun demleme siirelerinde (15-60 dakika) az artig izlenir [15,16]. Biyo bilesenlerin bir ¢6ziiciide
¢oziinmesi fiziksel bir olaydir. Coziicii miktarinin artmasi bioaktif maddelerin ¢6ziicii ile temasini artirmakta bu
nedenle ekstraksiyon hizi artmaktadir [17]. Cay/su oram arttikca ¢ay deminde ¢oziinen bilesen konsantrasyonu
artmakta fakat ekstraksiyon etkinligi diismektedir [18,19]. Demdeki kafeinin ekstraksiyonu i¢in kullanilan ¢6ziicii
miktarlar1 caligmalarda verilmektedir [20, 21]. Buna ragmen dem/¢oziicii oraninin kafein analizine etkisine ait bir
caligma bulunmamaktadir.

Gida ve igeceklerde kafeinin analizi i¢in Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) [1,3], Fourier Doniistimii Kizil6tesi Spektroskopisi (Fourier Transform Infrared
Spectrometry, FTIR) [8,22], Yakin infrared Spektroskopisi (Near-Infrared Spectrometry, NIR) [6], Raman
spektroskopi [23] ve Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-
MS) [24] gibi cihazlar kullanilmaktadir. S6zii edilen yontemler kesin sonuglar vermekle birlikte; pahali, zaman
harcayan ve numune hazirh@: gerektiren yontemlerdir. Diger yontemlere gore daha ekonomik olan UV-Vis
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spektrofotometre ile az miktarda numune ve digerlerine kiyasla basit islemlerle kesin ve tekrar edilebilir sonuglar
elde edilebilir. UV-Vis spektrofotometre hemen hemen her arastirma merkezi ve kalite kontrol laboratuvarlarinda
bulunabilen, kullanim1 kolay bir cihazdir [25]. Bu nedenle kafein analizinde UV-Vis spektrofotometre kullanilarak
yapilan ¢aligmalarin sayis1 bir hayli fazladir [26, 27].

Hangi analiz yontemi ya da cihaz kullanilmis olursa olsun, analize etki eden faktdrlerin aragtirildigt
calismalarda ¢ok faktorlii ANOVA kullanilarak sonuglar degerlendirilebilir. Ornegin; Iki faktorlii ANOVA (SPSS
General Linear Model, Univariate (GLM Univariate)) ile iki faktoriin ayr1 ayri etkileri yani sira etkilesim etkileri
de degerlendirilebilmektedir. SPSS GLM Univariate Post hoc testleri ve Tahmini Marjinal Ortalamalar (TMO) ile
ikili ve/veya ¢oklu karsilagtirma yapilabilir. Alt gruplarin (Subsets) siniflandirilmasi Tukey HSD ya da Bonferroni
Post Hoc testlerine ait ¢oklu karsilastirma tablolar1 kullanilarak yapilabilmektedir. Sadece ana faktorleri inceleyen
bu iki testten, Tukey HSD alt grup ayrimini kendisi yapar. Faktor etkilesimleri durumunda farkliliklarin
belirlenmesi i¢in SPSS GLM Univariate uygulamasinda ayarlanmis ortalamalar1 kullanan TMO (Ornegin:
Bonferroni se¢imli) analizini se¢gmek gerekmektedir. TMO Bonferroni ile alt grup ayrilmasi verilmemektedir fakat
alt grup ayrilmalari, farkliliklarin agiklandig ikili karsilagtirma tablolarindan faydalanilarak, el ile yapilabilir.

Gergek etkiyi ortaya ¢ikarma yetenegi olarak ifade edilen istatiksel giicii belirleyen {i¢ ana parametre,
anlamlilik seviyesi (o), 6rneklem hacmi (n) ve etki biiytikligidir (Effect size) [28]. Etki biiyiikligii son yillarda
istatiksel gii¢c ve meta analiz ¢calismalarinda kullanildigi i¢in 6nem verilen bir kavram olarak kargimiza ¢ikmaktadir
[29]. ANOVA hesaplamalarini temel alan eta kare (12, SSeti/SStoplam) ve kismi eta kare (07, SSeti/(SSetki*+SShata) €N
sik kullanilan etki biyiikliiklerindendir [30]. n3, SPSS ANOVA ile dogrudan, n?ise ANOVA tablosundan hesap
ile elde edilebilirler. Tek faktorliit ANOVA igin iki etki degeri birbirine esittir fakat ¢cok faktorliit ANOVA igin
farklidir. Jacob Cohen (1988) tarafindan verilen etki biiyiikliigii esik degerlerinin (n2: Kiigiik (0.01), Orta (0.06),
0.14 (Biiyiik)) kullaniminda iki etki biiyiikliigliniin birbirinin yerine yanlis kullanimi s6z konusu olmaktadir [31].
Cobhell ve ark. (2020)’nin agiklamalarina gore bu esik degerlerinin gii¢ analizinde kullanilmasi sakincalidir [32].
Fitzs ve ark. (2011)’ na gore ise n?, aym ¢alisma igindeki faktor etkilerini karsilagtirmak igin kullamlabilir fakat
tasarimu farkli galigmalarin karsilastirilmasinda ek ya da kontrol degiskenlerin etkisi nedeniyle uygun olmayabilir.
Farkli tasarimlarin karsilastirilmast igin nf, etki degerinin kullanilmasi daha uygundur fakat SShaa terimlerinin
birbiri ile karsilastirilabilir olmasi gerekmektedir [33].

Bu ¢alismada demlikte demleme yontemi goz Oniine alinarak durgun sartlarda, degisen demleme siiresi,
cay/su ve dem/kloroform oraninin ¢ayda analiz edilen kafeinin miktarina etkisinin incelemek amaglanmistir.
Olgiimlerin yorumlar1 iki faktérli ANOVA kullamlarak irdelenmis, etki faktorleri ile beraber incelenerek
karsilagtirmalar yapilmistir.

1. MATERYAL VE YONTEM

Caydanlik-demlik sistemi durgun kogullarinda deme gegen kafeinin analizi igin {i¢ farkli sicaklikta, farkli
demleme ve analiz sartlari i¢in ¢alismalar gerceklestirilmigtir. Caydanlik-demlik sisteminde hi¢bir zaman 30 ve
60 °Cde demleme yapilmaz fakat 1s1 kapatildiginda su ve demin sicakligi 60 °C ya da daha altina diisebilir. Bu
calismada diisiik sicakliklarin kullanilmasinin nedeni farkli sicakliklarda g¢ay/su orani, demleme siiresi ve
dem/¢oziicti faktorlerinin etkisini agik¢a gorebilmektir. Kaynama nedeniyle demleme ortaminin hareketlenmesi
ve demden suyun buharlagmasinin oniine gegilmesi i¢in en yiiksek sicaklik olarak 90 °C seg¢ilmistir. Caligmada,
ilkemizde ¢ok tiiketilen bir dokme g¢ay olan Caykur Tiryaki kullanilmistir. Deneysel ¢alismalarda standart
¢Ozeltinin hazirlanmasi i¢in Fluka marka saf kafein, kafeinin demden c¢ekilebilmesi i¢in Merck marka saf
kloroform kullanilmigtir. Saf kafein ile hazirlanan kalibrasyon ¢6zeltilerinin absorbanslar1 UV-Vis
spektrofotometre ile dl¢iilerek, kafein kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Demleme islemi sirasinda karistirma
uygulanmamis; islem, etiivde balon jojelerde saf su kullanarak yapilmigtir. Demleme siiresi sonunda ¢ay taneleri
stizlilmiis, elde edilen demlerdeki kafein, kloroform ile organik faza alinmig ve absorbanslar dlgiilerek, %kafein
degerleri elde edilmistir. Tiim ¢aligmalarda, kafeinin su ortamina gegirilmesi “demleme”, demdeki kafeinin
kloroform ile alinmasi “ekstraksiyon” olarak adlandirilmistir. Demleme islemlerinde ¢ay/su orani (kati/sivi) K/S,
ekstraksiyon islemindeki dem/kloroform orani ise D/K olarak kisaltilmistir.

A. Kalibrasyon Grafiginin Olusturulmasi

ImL’sinde 0.4 mg kafein igeren standart stok ¢6zeltisinden 0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3, 0.35, 0.4, ve
0.45 mL hacim 10 mL’lik balon jojelere konulmus; kloroform ile 10 mL’ye tamamlanarak kalibrasyon ¢6zeltileri
elde edilmistir. UV-Vis spektrofotometre cihazinda kér numune olarak saf kloroform kullanilmis, kalibrasyon
cozeltilerinin absorbansi1 200-400 nm dalga boyu araliginda taranmis ve en yiiksek absorbans degeri (Amax) i¢in
dalga boyu degeri (274 nm) belirlenmistir. Cozelti konsantrasyonlarina karsilik, absorbans degerleri grafige
gecirilerek kalibrasyon egrisi cizilmistir. Dogrusallik, Gézlemleme Sinir1 (LOD=3.36/b) ve Olgiim Alt Sinirt
(LOQ=100/b) hesaplamalar1 i¢in uygulanan Lineer Regresyon analizi, SPSS (ver.23) programi kullanilarak
yapilmistir. LOD ve LOQ formiillerinde o, kalibrasyon dogrusu analitik yanitin standart sapmasi olup, y-artiklara
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(y-residuals) ait standart sapma (Syx) ya da y-kesigimlere (y-intercepts) ait standart sapma (S,) alinarak
hesaplanabilir [34-36]. Formiillerde b ise kalibrasyon dogrusunun egimidir.

B. K/S Oranimin Etkisi

Farkli K/S oranlarinin demlemeye etkisinin incelenmesi i¢in 30, 60 ve 90 °C’lerde, 1/100, 2/100, 3/100,
4/100 K/S oranlarinda (g/mL), 5 saat siire ile etiivde demleme islemleri yapilmigtir. Demdeki kafeinin organik faza
¢ekilmesi i¢in 2 mL deme, 5 mL kloroform eklenerek, kapakli cam tiipte 5 dakika siiresince galkalanmis ve tistte
olusan organik fazdan 1 mL aliarak balon jojelere konulmustur. Kloroform ile hacim 10 mL’ye tamamlanmus,
absorbans 6lgiilerek % kafein degerleri hesaplanmustir.

C. Demleme Siiresinin Etkisi

1/100 K/S orani i¢in, 30, 60 ve 90 °C’lerde, 1, 2, 3, 4 ve 5 saat siire ile etiivde ¢alisilmistir. Demdeki
kafeinin ekstraksiyonu i¢in 2 mL deme, 5 mL kloroform eklenerek, kapakli cam tiipte 5 dakika siiresince
calkalanmig ve Ust kisimdaki organik fazdan 1 mL alinarak kloroform ile 10 mL’ye tamamlanmis, absorbans
olgtilerek % kafein degerleri hesaplanmustir.

D. D/K Oraninin Etkisi

1/100 K/S orani i¢in, 30, 60 ve 90 °C’lerde, 5 saat demleme yapilmustir. 1/5, 2/5, 3/5, 4/5, 5/5 D/K
(mL/mL) oranlar1 ile kafein ekstrakte edilmis, organik fazdan 1 mL alinarak 10 mL’ye kloroform ile tamamlanmus,
absorbans Ol¢iimiinden hareketle % kafein degerleri hesaplanmistir.

E. Istatistiksel Analizler

Analizler ii¢ tekrarli yapilmis ve sonuclar ortalama + standart sapma olarak verilmisgtir. SPSS (ver.23)
paket programinda iki faktorli ANOVA (SPSS GLM Univariate) kullanilarak, {i¢ ¢alisma igin (K/S, Siire ve D/K)
istatiksel incelemeler yapilmistir. ANOVA analizleri dncesinde SPSS ile tiim veriler ve iki faktdre ait veriler i¢in
tanimlayict istatistikler hesaplanmis, dagilimlarin normalligi Shapiro-Wilk (W), varyanslarin homojenligi ise
Levene’s (L) testi ile incelenmistir (p<0.05). iki faktorlii ANOVA ile anlamlilik degerleri ve etki biiyiikliikleri (n?
ve nIZ,) kullanilarak faktorler ve etkilesimlerinin kafein yiizdesine etkisi yorumlanmistir. Post hoc (Tukey HSD ve
Bonferroni se¢imli) ve TMO (Bonferronni se¢imli) testleri ile ikili ve/veya ¢oklu karsilastirmalar incelenmis, alt
grup (subsets) siniflarina ait harflendirmeler yapilarak farkliliklar incelenmistir.

I11. BULGULAR VE TARTISMA
A. Kalibrasyon Grafigi, Olciim Araligi, LOD ve LOQ

Kalibrasyon ¢6zeltilerinin UV-Vis spektrofotometre cihazinda okunan absorbanslari ile elde edilen
kalibrasyon grafigi Sekil 1’de sunulmustur Literatiirde kafein i¢in 273.5 nm [37], 270 nm [38] ve 260 nm [27]
dalga boyu Ol¢ilimlerine rastlanmaktadir. Bu ¢alismada kalibrasyon ¢ozeltileri ve ¢ay numuneleri ile yapilan
Olglimlerde, pikin en yiiksek degeri 276 nm dalga boyunda izlenmis ve absorbans degerleri bu dalga boyunda
alinmistir. Kalibrasyon c¢ozeltilerinin absorbans-konsantrasyon degerleri dogrusal bir baglanti vermektedir
(r=0.9994). Dogrusallik arali1 2-18 mg/L’ dir. Saile hesaplanan LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.338 mg/L ve
1.025 mg/L’ dir. Dobrinas ve ark. (2013)’ min ¢ay demindeki kafeinin analizinde UV spektrofotometre i¢in ayni
yontemle hesapladiklar1 LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.85 ve 1.52 mg/L’ dir [37]. Farkli cihazlar ve
kalibrasyon ¢oziiciilerin kullanilmasi ya da LOD ve LOQ hesaplamalarinda kullanilan yontemlerin degisik olmasi
degerlerde farkliliklar yaratabilir. Gaz kromotografisi ile olduk¢a diisitk LOD (0.02 mg/L) ve LOQ (0.05 mg/L)
degerleri elde edilebilir [39]. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, UV spektrofotometre yam sira, HPLC ve FTIR
gibi cihazlarda saptanan LOD ve LOQ degerleri ile yarisabilmektedir (LOD ve LOQ i¢in sirasiyla; 0.12, 0.4 mg/L
(HPLC) [40], 0.5, 2.1 mg/L (HPLC) [41], 1, 3.4 mg/L (FT IR) [42]). 0.338 mg/L LOD ve 1.025 mg/L LOQ
degerleri, demleme ve kloroform ekstraksiyonu sonrasinda cihazda olgiilen deger olarak alindiginda kat1 ¢ayda
sirasiyla % 0.0845 ve % 0.25 kafein degerine kars1 gelmektedir (K/S=1/100; D/K:2/5; Olgiilen miktar:1 mL).
Yontem, kafeini giderilmis kahve, bitki ¢aylar1 ve az miktarda kafein igeren gida tiirlerinde kafein analizi i¢in de
uygundur.
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Sekil 1. Kafein kalibrasyon grafigi

B. K/S Oraninin Etkisi

K/S oraninin etkisinin incelendigi bu deney grubunda (N=36) %kafein i¢in en diisiik deger %0.931, en
yiiksek deger %2.6, aralik 1.669, ortalama ise %1.589+0.425°dir. Shapiro-Wilk (W) testine gore dagilim normaldir
(W(36)=0.966, p=0.327). K/S oram (satirlar) ve sicaklik (siitunlar) i¢in Shapiro-Wilk testine gore %kafein
degerlerinin dagilimi 1/100 oran1 hari¢ normaldir. Bu oran i¢in anlamlilik (p=0.046) 0.05’e ¢ok yakin ve carpiklik
(Skewness) +1.5’ten kiigiik (0.857), basiklik (Kurtosis) ise -1.5’ten kii¢iik ( -1.087) oldugundan normal dagilim
kabul edilmistir. ANOVA testi normallik ve varyanslarin homojenligi bozulmalarina karsi direngli bir testtir [43,
44]. Bu nedenle, yapilan kabul ANOV A uygulamasini etkilemeyecektir. K/S oran1 1/100, 2/100, 3/100, 4/100 ve
30, 60 ve 90 °C sicakliklart i¢in, Shapiro-Wilk istatistik sonuglari sirasiyla, W(9)1100=0.831, p=0.046;
W(9)21100=0.884, p=0.173; W(9)3/100=0.857, p=0.090; W(9)4/100=0.869, p=0.120; W(12)30 ¢ =0.921, p=0.292;
W(12)60-c =0.888, p=0.110; W(12)g0c =0.878, p=0.083 seklindedir. K/S oram ve sicaklik i¢in Levene’s (L) testine
gore (sirasiyla, F(3,32)=0.515, p=0.675; F(2,33)=1.199, p=0.314 ) varyanslarin homojenligi sart1 saglanmustir.

SPSS ile ki faktdrli ANOVA analizinde K/S ve sicaklik faktdrlerinin ana etkileri ve etkilesimleri
incelenmistir. Deneyler sonucunda elde edilen %kafein degerleri ve ANOVA sonuglart Tablo 1’de sunulmustur.
Iki faktérlii ANOVA uygulamasinda yer alan Levene’s testine gére de varyanslarin homojenligi saglanmstir
(p=0.052). % kafein degerleri i¢in sicaklik, K/S ve etkilesimleri i¢in anlamli farkliliklar bulunmustur (p<0.001).
n? ve T]Iz) degerlerine gore sicaklik etkisinin K/S etkisinden daha biiyiik oldugu izlenebilir. Etkilesim igin ise
faktorlere gére daha diisiik etki degerleri elde edilmistir. Tablo 1 incelendiginde, tiim sicakliklar igin K/S oraninin
artig1 ile daha diisiik %kafein degerleri 6l¢iildiigii gériilebilir. Ayrica her bir oran igin, sicaklik artisi ile daha yiiksek
% kafein degerleri elde edilmistir.

Tablo 1. K/S oraninin etkisi deneylerine ait sartlar ve iki faktorliit ANOVA sonuglari

Sicaklik (°0)
30 60° 90° iki Faktorli ANOVA
K/S* (%) (%) (%)
1/100*  1.43240.058%%  1.628+0.020%°  2.421+0.185%¢ L** F(11,24)=2.194, p=0.052
2/100°  1.175+0.027°%  1.610+0.023*°  2.035+0.059%¢ A¥¥* Sicakhik  F(2,24)=545.80, p<0.001; 1°=0.823, n3=0.978
3/100°  1.071£0.076™2  1.370+£0.050°°  2.034+0.040°° A KIS F(3,24)=57.71,p<0.001; n?=0.13,113=0.878
4/100°  0.972+0.039%%  1.464+0.048°°  1.853+0.021¢¢ A, Sicakhk x K/S  F(6,24)=6.20, p<0.001; 1°=0.028, 13=0.608

A, Hata 1?=0.019

*Demleme siiresi: 5 saat; D/K:2/5; Olgiilen miktar:1 mL; **Levene’s istatistigi; ***ANOVA istatistigi; K/S icin aym siitunda birinci,
stcaklik icin aym satirda ikinci harflendirmede, farkh harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (TMO Bonferroni, p<0.05).

Sicaklik ve K/S oranlarinda anlamli fark yaratan degerlerin saptanmasi i¢in yapilan SPSS GLM
Univariate Post hoc (Tukey HSD ve Bonferroni se¢imli) ve TMO (Bonferronni segimli) ile yapilan test sonuglari
ayn1 olup, farkl sicakliklarda elde edilen %kafein ortalamalar birbirinden farklidir. Bu durumda alt grup (subsets)
smiflandirmasi ile 30 °Cortalamasi (a), 60 °C (b) ve 90 °C(c) olarak harflendirilebilir. K/S i¢in ise 3/100 ve 4/100
oranlar1 ayn1 olup, 1/100, 2/100 oranlarindan farklidir ve alt grup siniflandirilmasi 1/100 (a), 2/100 (b), 3/100 (¢),
4/100 (c) olarak yapilabilir. Harfler, Tablo 1°de sicaklik ve K/S basliklarinda sunulmustur.

Etkilesim icin TMO ikili karsilastirmalart her bir satir ve siitun icin yapilabilmektedir. Ornegin: 30 °C
icin tiim oranlardaki kafein yiizdeleri karsilastirilabilir ya da 1/100 oranmin ii¢ sicakliktaki %kafein degeri
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karsilagtirtlabilir. Sicaklik x K/S etkilesimi i¢in TMO (Bonferronni se¢imli) ikili karsilagtirmalar: Tablo 1°de
sunulmustur. % kafein degerlerinden sonra eklenen birinci harf ya da harf grubu K/S (siitunlar) farkliliklarini, 2.
harf ise sicaklik (satirlar) farkliliklarini géstermektedir. K/S oranlarinda 60 °Cicin sadece iki alt grup olusmustur
fakat 30 ve 90 °C alt grup sayisi ikiden fazladir. Durgun sartlarda yapilan kafein analizinde uygulanan K/S orani
se¢iminde sicaklik géz 6niinde bulundurulmalidir. Ornegin, 30 °C’de yapilan galismada 4/100 orani igin oldukca
diistik kafein yiizdesi elde edilmistir (%0.972). Diger sartlarmn (siire, D/K, ol¢iilen miktar) ayni oldugu goz 6niine
aliarak, ayni sicakliklarda K/S orani artsa bile esit kafein yiizdelerinin elde edilmesi gerektigi diisiiniilebilir fakat
bu iyi bir analizci i¢in bile olduk¢a zor bir islemdir. Artan K/S oranlari ile deme gecen kafein miktar1 (mg
kafein/100 mL dem) artmaktadir (1/100 K/S’dan, 4/100 K/S oranina, 30, 60 ve 90 °Cler i¢in sirasiyla, 2.71, 3.60
ve 3.06 kat artis). Bu durum kloroform ile ekstraksiyon sirasinda islemi zorlagtiracak olan kopiiklenme ve
bulanikliga neden olmakta, inorganik ve organik fazin ayrilmasi giiclesmektedir. Demdeki kafeinin artmasi aym
zamanda kalibrasyon dogrusunun disina tagsmaya ve hatali absorbans degerlerinin okunmasina neden olmaktadir.
4/100 tistli K/S orani ile galigmak 6zellikle 90 °Cigin giivenilir sonuglar vermeyebilir. Diger taraftan, sabit miktar
¢oziicii iginde kafein miktar: arttik¢a konsantrasyon fark: diisecek ve kafein diflizyonu azalacaktir [37, 45]. S6z
edilen agiklamalara gore, siire ve D/K orani etkisi i¢in K/S oran1 1/100 alinarak diger ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir.

C. Demleme Siiresinin Etkisi

Demleme siiresine ait ¢alisma kapsaminda (N=45) kafein icerigi i¢in en diisiik deger %1.297, en yiiksek
deger %2.437, aralik 1.14, ortalama ise %1.835+0.38°dir. Shapiro-Wilk (W(45)=0.891, p<0.001) testine gore
dagilim normal degildir fakat basiklik (-1.439) ve ¢arpiklik (0.188) degerleri (-1.5)-(+1.5) arasinda oldugundan
normal olarak kabul edilmistir [43]. SPSS tanimsal istatistik analizinde, siire ve sicaklik faktorleri i¢in %kafein
degerlerinin dagilimi Shapiro-Wilk (W) testinde 60 °C hari¢ normal bulunmustur (p=0.035). Bu sicakliga ait
basiklik ve ¢arpiklik degerleri sirasiyla, -0.497 ve -0.903 olup, (-1.5)-(+1.5) arasindadir ve normal dagilim kabul
edilebilir [43, 44]. 1, 2, 3, 4, 5 saat ve 30, 60, 90 °C sicakliklar1 igin, Shapiro-Wilk istatistik sonuglar1 sirasiyla,
W(9)1 saat =0.850, p=0.074; W(9)2 saar =0.868, p=0.116; W(9)3 saat =0.880, p=0.156; W(9)4 saar =0.847, p=0.069;
W(9)5 saar =0.901, p=0.256; W(15)30-c =0.971, p=0.868; W(15)e0 -c =0.871, p=0.035; W(15)90 oc =0.952, p=0.564
olarak bulunmustur. Siire ve sicaklik i¢in, Levene’s (L) testine gore (sirastyla, F(4,40) =0.203, p=0.935 ve F(2,42)=
0.052, p=0.95) varyanslarin homojenligi sart1 saglanmistir.

SPSS ile iki faktorli ANOVA analizinde, sicaklik ve siire faktorlerinin ana etkileri ve etkilesimleri
incelenmistir. Deneylerde elde edilen %kafein degerleri ve ANOVA sonuglart Tablo 2’ de goriilmektedir.
Levene’s test istatistigi anlamlilik degeri p=0.044’dir. Deger 0.05’¢ ¢ok yakin ve ANOVA, varyanslarin
homojenligi bozulmalaria karsi direngli bir test oldugu i¢in homojenlik varsayimi kabul edilmistir [44]. ANOVA
analizine gore sicaklik ve siire faktorleri i¢in % kafein miktarlarinda anlaml farkliliklar bulunmaktadir (p<0.001).

Tablo 2. Demleme siiresinin etkisi deneylerine ait sartlar ve iki faktorlit ANOVA sonuglari

Sicaklik (°C)

Siire” 30° 60° 90° iki Faktorli ANOVA

(saat) (%) (%) (%)
12 1.307+0.014%  1.672+0.027*°  2.301£0.086™°¢  L** F(14,30)=2.094, p=0.044
2b 1.38240.013%2  1.835£0.013%"  2.301£0.058%¢  A***, Sicaklik F(2,30)=1494.74, p<0.001; 1?=0.968, n3=0.99
30 1.45240.047°%  1.838+0.026"  2.375+0.054°¢ A, Siire F(4,30)=9.415, p<0.001; n?=0.012, n2=0.557
4b 14134001102 1.802+£0.023%°  2326£0.029®¢ A, Sicaklik x Siire  F(8,30)=3.76, p=0.004; 1>=0.0097, 12=0.501
5P 1.487+£0.059%%  1.781+0.071%°  2244+0.055*¢ A, Hata 1%=0.0104

*K/S: 1/100; D/K:2/5; Olgiilen miktar:1 mL; **Levene’s istatistigi; ***ANOVA istatistigi; Siire i¢cin aym siitunda birinci, sicaklik icin
ayni satirda tkinct harflendirmede, farkl harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidr onferront, p<0.
da ikinci h dirmed, kit h le g6 ilen degerler istatistiksel olarak farklidir (TMO B ] 0.05

Sicaklik x siire etkilesimi igin de anlamli fark elde edilmistir (p=0.004). n?ve nf, etki biiyiikligii degerleri
incelenirse, sicaklik i¢in daha biiyiik, siire ve etkilesim i¢in ise daha diisiik degerler elde edildigi goriilebilir. Tablo
2 incelendiginde, tiim demleme siireleri igin sicaklik artikca % kafein degerlerinin arttig1 agik¢a goriilebilir. Ayrica
her sicaklik icin demleme siiresinin artmasi ile hesaplanan % kafein degerleri artis egilimi gdstermektedir. Sicaklik
ve siire ana etkileri igin farkliliga yol agan degerlerin saptanmasinda uygulanan SPSS GLM Univariate Post hoc
testleri (Tukey HSD ve Bonferroni se¢imli) ve TMO (Bonferronni se¢imli) ile yapilan analiz sonuglari ayni olup,
farkli sicakliklarda elde edilen % kafein degerleri birbirinden farklidir. Alt gruplarin (subsets) siniflandirmast igin,
30 °C ortalamas1 (a), 60 °C (b) ve 90 °C (c) harflendirilmesi kullamlabilir. Aym sekilde siire igin yapilan ¢oklu
karsilastirma testlerinde 1 saat siiresine ait % kafein degeri digerlerinden farkli olup, alt grup siniflandirilmasi 1
saat (a), 2, 3, 4 ve 5 saat (b) olarak harflendirilebilir. Harfler, sicaklik ve siire faktorleri igin Tablo 2 basliklarinda
verilmistir. Sicaklik x siire etkilesimi i¢in uygulanan TMO (Bonferronni se¢imli) ikili karsilagtirma sonuglarina
gore, Tablo 2’ deki % kafein degerlerinden sonra eklenen birinci harf ya da harf grubu siire (siitunlar)
farkliliklarini, ikinci harf ise sicaklik (satirlar) farkliliklarimi gostermektedir. Bu sonuglara gére, durgun sartlarda
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yapilan kafein analizinde uygulanacak siirenin sicaklik sartina bagli olarak belirlenmesi gerekmektedir. Diisiik
sicakliklarda galisilacak ise demleme siireleri uzun olmali, yliksek sicaklik igin ise 1 saat yeterli olabilmektedir.
Ornegin, 30 °Cde yapilan ¢alismada 4 saatlik siire sonunda bile diger sicakliklarin 1 saatlik % kafein degerlerine
ulagilamamustir. Benzer sonuglar farkli arastirmacilar tarafindan da rapor edilmistir. Najafi ve ark. (2003) 2/150
kati/s1v1 oraninda 90 °C’de etiivde demleme ve 120 °C'de kaynatma iglemleri ile 20 dak. sonunda tiim kafeinin dem
icine alinabilecegini agiklamis, kaynatma igleminin kafeinin deme gegisinin hizlandirdigint agiklamustir [8]. Bir
diger ¢alismada, Ramalho vd. (2013) 2/200 kati/sivi oran1 ve 100 °C demleme sicaklig1 igin en yiiksek kafein
degerini Brezilya ¢ay1 (%5.3 kafein igerikli) i¢in 20 dak., Ingiliz ¢ay1 (%4.5 kafein igerikli) i¢in 10 dak. demleme
stirelerinde tespit etmistir [46]. Kaynama sicakliginin uygulanmasi, demleme siiresini dakika birimine diisiirebilir
[15]. Kafeinin ¢aydan deme gegen orani 5 dak. demleme ile % 90’ 1n istiine ¢ikar [18]. Tiirk ¢ay1 ile kaynama
sicakliginda (K/S=1/300) ¢aydanlik ve demlik kullanilarak geleneksel demleme yontemi ile yapilan bir calismada
%kafein degeri 5 dak. demleme ile %2.39 olup, siire arttik¢a kafein miktar1 diismiis ve 60 dak. sonunda %2.19
olarak bulunmustur [47]. Tiirk ¢ayi i¢in bu ¢alismada 90 °C de durgun sartlarda uzun demleme siirelerinde (1-5
saat) sozii edilen kafein degerlerine yakin degerler elde edilmistir (Tablo 2). Kaynama ayni zamanda demlik iginde
cay tanelerinin hareketine de sebep olup kafeinin suya ge¢isini hizlandirabilir. Bu ¢alismada belirlenen diger
faktorler (K/S, D/K) yine belirlenen ii¢ farkli sicaklik i¢in ¢alisilacagindan demleme siiresi 5 saat segilip deneyler
gerceklestirilmistir.

D. D/K Oraninin Etkisi

D/K oraninin %kafein degerine etkisinin incelenmesi i¢in, sabit demleme siiresinde (5 saat), K/S orani
1/100 i¢in 1/5, 2/5, 3/5, 4/5 ve 5/5 D/K oranlarinda ¢aligmalar yapilmistir. Bu deney grubunda (N=45) %kafein
icin en diisiik deger %1.333, en yiiksek deger %2.02, aralik 0.687, ortalama ise %1.654+0.199’dur. Shapiro-Wilk
(W) testine gore dagilim normaldir (W(45)=0.95, p=0.051). D/K orani ve sicaklik i¢in ise %kafein dagilimi 4/5
orani hari¢ normaldir. Bu oran i¢in basiklik -1.5 tan biraz biiyiik (-1.590) olmasina ragmen, anlamlilik 0.05’¢
yakin (p=0.042) ve ANOVA analizinin normallik bozulmalarina kars1 gii¢lii bir test olmasi nedeniyle normallik
varsayimi kabul edilmistir. D/K orani1 1/5, 2/5, 3/5, 4/5, 5/5 ve 30, 60, 90 °Csicakliklari i¢in, Shapiro-Wilk istatistik
sonuglart sirasiyla, W(9)15=0.877, p=0.147; W(9)25=0.891, p=0.203; W(9)35=0.840, p=0.057; W(9)45=0.828,
p=0.042; W(9)s5= 0.911, p=0.324, W(15)30c =0.963, p=0.740; W(15)e0 -c =0.930, p=0.275; W(15)gq -c =0.935,
p=0.327, seklindedir. D/K orani ve sicaklik i¢cin Levene’s (L) testine gore (sirasiyla, F(4,40)=2.525, p=0.056;
F(2,42)=0.652, p=0.526) varyanslarin homojenligi sart1 saglanmistir.

Sicaklik ve D/K faktérlerinin ana etkileri ve etkilesimlerini incelemek icin yapilan iki faktorli ANOVA
analiz sonuglar1 ve deneylerde elde edilen % kafein degerleri Tablo 3’te sunulmaktadir. iki faktorli ANOVA
Levene’s testine gore de varyanslarin homojenligi saglanmistir (p=0.287). Tablo 3 incelendiginde sicaklik artik¢a
% kafein miktarinin arttig1 izlenebilir. D/K oraniin artmasi ile % kafein degerlerinin degisimine ait yorum yapmak
zordur fakat 90 °C icin 5/5 oraminda diger oranlara gore diisiik % kafein degeri dikkat ¢ekmektedir. 1ki faktorlii
ANOVA analizine gore sicaklik igin fark anlamlidir (p<0.001) fakat D/K oran1 i¢in anlamli fark bulunmamaktadir
(p=0.052). Sicaklik x D/K etkilesimi i¢in ise anlaml fark elde edilmistir (p<0.001). n? ve nf, etki biiyiikliikleri
incelenirse, sicaklik i¢in daha biiyiik, D/K ve etkilesim i¢in ise daha diigiik degerler elde edildigi goriilebilir.
Sicaklik ve D/K ana faktorleri i¢in uygulanan Post hoc testleri (Tukey HSD ve Bonferroni se¢imli) ve TMO
(Bonferronni se¢imli) sonuglar1 ayni olup, farkl sicakliklarda elde edilen kafein degerleri birbirinden farklidir.

Tablo 3. D/K oraninin etkisi deneylerine ait sartlar ve iki faktorliit ANOVA sonuglari

Sicaklik (°C)
oK 30" ?Dg)b % iki Faktorli ANOVA
1/52 1.349+£0.015%%  1.698+0.009°°  1.956+0.052%¢  |** F(14,30)=1.261, p=0.287
2/5%  1.402+£0.042%°%  1.582+0.052*"  1.895+0.032°¢  A*** Sicakhk F(2,30)=695.29, p<0.001; n?=0.868,n2=0.979
3/52 1.481+£0.029°%  1.580+0.027*®  1.880+0.026°¢ A, D/K F(4,30)=2.66, p=0.052; 1?=0.0068, n2=0.262
4/52  1.450£0.019%2  1.587+0.021*°  1.977+£0.040% A, Sicakhk x D/K F(8,30)=21.32, p<0.001; n?=0.1066,15=0.850
5/52 1.536+0.045%%  1.680+0.029°°  1.749+0.014*° A, Hata 1?=0.0189

*Siire: 5 saat; K/S: 1/100; Olgiilen miktar:1 mL; **Levene’s istatistigi; ***ANOVA istatistigi; D/K icin aym siitunda birinci, sicaklik
icin aymi satirda ikinci harflendirmede, farkl harflerle gisterilen degerler istatistiksel olarak farkhidir (TMO Bonferroni, p<0.05).

Alt gruplar (subsets) igin, 30 °C ortalamas1 (a), 60 °C (b) ve 90 °C (c) harflendirilmesi kullanilabilir. D/K
orani i¢in ise anlamli fark olmadigindan Post hoc testlerini uygulamaya gerek yoktur ve tiim D/K degerleri aym
alt grupta bulunacaktir (a). Harfler, sicaklik ve D/K faktorleri igin Tablo 3 bagliklarinda verilmistir. Sicaklik x D/K
etkilesimi icin TMO Bonferroni ikili kargilastirmalarinda % kafein degerlerinden sonraki 1. harf (ya da harf grubu)
D/K (stitun) farkliliklarini, 2. harf ise sicaklik (satir) farkliliklarini gostermektedir. Bu analize gore 60 °C’ de diger
sicakliklara gore daha az sayida alt grup olusmustur. %kafein degerleri 30 °Cigin artan D/K orani ile artma, 90
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°Cde ise azalma egilimi gostermektedir. Artan dem hacmi ayn1 miktar kloroform ile ekstrakte edildigi igin, 1/5
oranindan 5/5 oranina ¢ikildiginda, dl¢iilen miktardaki (1mL) kafein, ekstraksiyon basarisina bagl olarak yaklasik
5 kat artacaktir. 90 °Cigin 5/5 oranindaki diisiik % kafein degeri hem kloroform miktarinin kafeini ekstrakte etme
yetersizligi hem de kafein ve deme gecen diger bilesiklerin yiiksek miktarlarindan kaynaklanan kopiiklenme
sebebiyle olabilir. Bu nedenle sicaklik arttik¢a 5/5 D/K oranin kullanilmasi hatali sonuglara yol acabilir. Ayrica,
Seylan ¢ay1 gibi yiiksek kafein icerikli bir ¢ay icin, 5/5 orani ile yiiksek sicaklikta ¢caligmak kalibrasyon dogrusu
disina tagmaya da neden olabilir. 30 °Ccalismasinda analizi engelleyecek bir kdpiiklenme izlenmemis, kalibrasyon
konsantrasyonlar1 digina tasma olmamuistir, dolayisiyla bu sicaklik igin sozii edilen nedenler %kafein artigini
aciklamak i¢in kullanilamaz. Yiiksek D/K oranlarinda s6zii edilen problemler 2/5 ve 3/5 oranlarinda TMO
Bonferroni Post Hoc testlerine gore farklilik izlenmediginden 2/5 orami alinarak ¢aligmalar ylritilmistir.

Cohen esik degerleri kullamlmasa bile, 12, ANOVA hesaplamalarinda etkilerin toplam degiskenlikteki
yiizdesi olarak tanimlandigindan (SSetwi/SStopiam), ¢aligma igi ve caligmalar arasi karsilagtirmalar yapilabilir. Her
grup calisma i¢in K/S, siire ve D/K etkisi sicakligin etkisinden diisiiktiir. Gruplar birbiri ile karsilastirilirsa
sicakliga gore diger faktorlerin etki degeri siralamasinin K/S>siire>D/K oldugu agikca goriilebilir. D/K faktori
istatiksel olarak farkli olmadigindan n? ve nf, etki degerlerinin diigsiik olmasi normaldir. D/K oraninin incelendigi
calismada D/K faktorii, hata ve toplam kareler toplami degerleri diger ¢alismalara gore ¢ok diisiiktiir (sirasiyla,
0.012, 0.033, 1.754). Sicaklik faktorii toplam kareler toplaminin biiyiik bir kismini olusturmaktadir fakat diger
gruplardaki caligmalara gore (K/S ve siire) etkilesimin etki degerlerini artiran ana unsur etkilesime ait kareler
toplammnin yiiksek olmasidir (K/S, siire ve D/K i¢in sirasiyla; 0.177, 0.062, 0.187). 12, K/S ve siire igin yaklasik
on kat, K/S ve D/K i¢in yirmi kat, siire ve D/K i¢in ise iki kat farklidir. K/S ve siire etkisinin incelendigi
calismalarda toplam kareler toplami (SSioplam) hemen hemen esit bulunmustur (K/S: 6.322; siire: 6.353). Bu iki
calismada hatalar igin n? degerlerinde yaklasik 2 kat farklilk vardir (sirasiyla, 0.019, 0.0104). K/S ve siire
faktorlerin farkliligi yam sira ve hata terimlerinin kareler toplamm farkliigi nedeniyle n? degerleri farkli
bulunmustur. Fritz’ in Onerilerine gore li¢ ¢alismaya ait nf, kargilagtirmast yapilmak istenirse, siralama yine
degismeyecektir fakat SShata degerlerinin karsilastirilabilir oldugu diisiiniilmemektedir (sirasiyla, 0.114, 0.062,
0.033).

Tiirk cayi igin genellikle kaynama sicakligi ve kisa demleme siirelerinin uygulandig diger ¢alismalarda
elde edilen kafein miktarlar1 bu caligma degerleri ile karsilastirilacak olursa, 90 °C hari¢ diger sicakliklarda elde
edilen degerlerin diisiik bulundugu izlenebilir. Ozdemir ve ark. (2018) Tiirk ¢ayinda kafein miktarlarin1 HPLC ile
%1.81-2.17 degerleri arasinda bulmustur [48]. Bir bagka ¢aligmalarinda ise demden (K/S: 2/100, 5 dak.) kloroform
ekstraksiyonu uygulayarak UV spektrofotometre cihazi ile % 1.43-2.28 arasinda bulmuslardir [49]. Attila ve ark
(2022) tarafindan yapilan ¢alismada %2.58 kafein degeri bildirilmistir [47]. Erol ve ark. (2010) ise % 2.3-2.6
degerleri arasinda daha yiiksek kafein miktarlari bildirmislerdir [50]. Kaynama sicakligi ve karigtirma uygulanarak
%kafein degerlerinin incelenmesi faydali olacaktir.

IV. SONUCLAR

Durgun kosullarda deme gegen kafeinin analizi, farkli demleme ve analiz kosullari i¢in {i¢ farkli sicaklikta
gerceklestirilmistir. K/S, stire ve D/K faktorlerinin incelendigi ti¢ grup igin, sicaklik ana etkisi istatiksel olarak
farklhidir. Sicaklik artisi ile % kafein degerleri artmaktadir. ANOVA analizlerinde ii¢ gruptaki ¢alisma igin de
sicaklik ana etkisi yiiksektir fakat en biiyiik etki demleme siiresinin calisildigi grupta izlenmistir (1>=0.968,
nf,:O.99). K/S ve siire ana etkileri i¢in farklilik (p<0.001) vardir fakat D/K orani igin farklilik izlenmemistir
(p=0.052). Ug faktor igin en yiiksek etki degeri K/S orani icin bulunmustur (1>=0.13, 1’]12,:0.878). En diisiik ana
etki degerleri dogal olarak D/K orani galigmast igin bulunmustur (n?=0.0068, nf,=0.262) ¢linkii anlaml1 farklilik
yoktur. Her sicaklik i¢in K/S orani arttikga %kafein azalma egilimindedir. Demleme siiresi sicakliga ¢ok bagh
olup, diisiik sicakliklar uzun siire gerektirmektedir. 90 °Cde ise tiim siirelerdeki kafein miktar1 istatiksel olarak
farkl degildir. Ug faktoriin tiim sicakliktaki etkileri izlenmek istendiginden 5 saat siire ile ¢aligilmustir fakat 90 °C
ve istil sicakliklarda galisilacak ise durgun sartlarda 1 saat demleme siiresi yeterli olabilir. D/K orani ana etkisi
icin anlaml bir fark bulunmamasina ragmen etkilesimde en yiiksek etki biiyiikligi sicaklik x D/K igin
bulunmustur (n?=0.1066,13=0.850). Diisiik sicaklikta D/K oran: arttik¢a %kafein degeri artmaktadir fakat yiiksek
sicakliklarda sonuglar benzerdir. 90 °Cde ani diigme gosteren %kafein miktar1 ve kopiiklenme gibi deneysel
gozlemler de gdz Oniinde bulundurularak yiiksek sicakliklar i¢in 5/5 oraninin kullanilmasinin yanlig dlgiimlere
sebep olacagi bilinmelidir. Elde edilen disiikk LOD ve LOQ degerlerine gbre bu yontem kafeini giderilmis ¢ay ve
kahve, bitki caylar1 ve gida iiriinleri igin de uygulanabilir. Kaynama sicaklig1 ve karistirma gibi kafein difiizyonunu
artiran sartlarin uygulanmasi ile daha yiiksek kafein degerleri elde edilebilir.
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