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OZET
Yiksek Lisans Tezi

FARKLI HASAT DONEMINDE TOPLANMIS TAZE CAY YAPRAGININ
BIYOAKTIF BILESIKLERININ OPTIMiZE EDILEREK BELIRLENMESI VE IN-
VITRO BIYOERISILEBILIRLIGININ ARASTIRILMASI

Hind CHEBBI

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damsman: Dog. Dr. Nihal TURKMEN EROL

Bu calismada, farkli hasat yili ve doneminin taze ¢ay yapraginin toplam polifenol (TP),
radikal tutma aktivitesi (RTA), toplam flavonoid (TF) ve askorbik asit (AA) icerigine
etkisi incelenmistir. Taze ¢ay yapragindan polifenollerin ekstraksiyonu yanit yiizey
yontemi (RSM) kullanilarak optimize edilmistir. Optimizasyon sonucunda en yiiksek
TP degeri elde edilebilmesi icin optimum kosullar olarak, iiriin/solvent (U/S) oraninin
1/60,86, etanol konsantrasyonunun %84,65 ve ekstraksiyon siiresinin 50 dak olmasi
gerektigi belirlenmistir. Cay yapraklarindan polifenollerin optimum kosullarda yapilan
ekstraksiyonu sonucunda, 2020 yilinin Eyliil ayinda toplanmis yapraklarin TP, RTA ve
TF igerigi daha yiiksek bulunmustur. Ayrica, 2020 yilinin Eylil ayinda toplanmis
yapraklarin bireysel fenolik bilesikleri yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
ile analiz edilmis olup, en fazla epigallokatesin gallat (EGCG) (57,52 mg/g kuru madde
(KM)) tespit edilmistir. Ayni Orneklerin in-vitro sindirim sonrasinda, TP ve RTA
degerleri, en fazla intestinal asamada olmak iizere 6nemli oranda azalmistir (p<0,05).
Bununla birlikte, polifenollerin biyoerisilebilirligi %48,98 olarak belirlenmistir. Iki y1l
farkli dénemlerde toplanmis yapraklarin HPLC ile AA analizi sonucunda, en yiiksek
AA igerigi, 2019 yili i¢in Mayis donemi yapraginda (41,92 mg/100 g KM), 2020 yil
icin de Temmuz donemi yapraginda (38,55 mg/100 g KM) gozlenmistir. Bu ¢alismada
ayrica, orneklerin TP icerigi ve RTA i¢in kullanilan spektrofotometrik yontemler, bu
yontemlerin literatiirde en ¢ok kullanilan modifikasyonlari ile karsilastirilmistir. TP ve
RTA agisindan, yontemler arasinda 6nemli farkliliklar saptanmistir. Spektrofotometrik
olarak elde edilen TP sonuglari, HPLC ile elde edilen sonuclarla karsilastirilmis ve
uygulanan bes farkli yontemden sadece birinin (FCR yontemi 1) en iyi uyumu sagladigi
ve bu nedenle en fazla giivenilirlige sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyoaktif bilesik, biyoerisilebilirlik, hasat donemi, HPLC, RSM,
taze cay yapragi

2022, ix + 78 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

DETERMINATION OF THE BIOACTIVE COMPOUNDS OF FRESH TEA LEAF
PLUCKED AT DIFFERENT HARVEST PERIODS BY OPTIMIZATION AND
INVESTIGATION OF BIOACCESSIBILITY OF POLYPHENOLS

Hind CHEBBI

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nihal TURKMEN EROL

In this study, the effect of different plucking years and periods on total polyphenol (TP),
radical scavenging activity (RSA), total flavonoid (TF) and ascorbic acid (AA) of fresh
tea leaves extracts were evaluated. The extraction of polyphenols from fresh tea leaves
was optimized by using the response surface methodology (RSM). The results showed
that in order to obtain the highest TP, the optimal extraction conditions were found to be
material-to-solvent (M/S) ratio of 1/60,86, ethanol concentration of 84,65% and
extraction time of 50 min. As a result of the extraction of polyphenols from tea leaves
under the optimal conditions, the leaves plucked in September 2020 had the highest TP,
RSA and AA. In addition, the analysis of individual phenolic compounds of tea leaves
was performed by high performance liquid chromatography (HPLC) and the result
indicated that the leaves plucked in September 2020 contained the highest amount of
EGCG content (57,52 mg/g dry weight (DW)). After the in-vitro digestion of the same
samples, TP and RSA values showed a significant decrease, mostly at the intestinal
phase (p<0,05). However, the bioaccessibility of polyphenols was determined as
48,98%. The AA identification and quantification of tea leaves from different periods of
two years were performed by HPLC. The obtained results revealed that leaves plucked
in May for 2019 (38,55 mg/100 g DW) and those in September for 2020
(41,92 mg/100 g DW) had the highest AA contents. Additionally, in this study, the
spectrophotometric methods used for TP content and RSA of the samples were
compared to the modifications of these methods which are most widely used in the
literature and significant differences were found between the methods regarding TP and
RSA. The TP results obtained spectrophotometrically were compared with the results
obtained by HPLC and it was concluded that only one of the five different methods
applied (FCR method 1) provided the best fit and therefore had the most reliability.

Key words: Bioaccessibility, bioactive compound, fresh tea leaf, HPLC, plucking
period, RSM

2022, ix + 78 pages.
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1. GIRIS

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) insan viicuduna verdigi zararlara karsi
koruyucu etkiye sahip bilesiklerdir. Son zamanlarda dogal antioksidanlar, gilivenli
olmasi ve toksisite problemlerine yol agmamasi nedeniyle sentetik antioksidanlara gore
daha fazla ilgi gormektedir. Bitkilerde bulunan biyoaktif bilesiklerden fenolik maddeler,
en Onemli antioksidanlar olarak diisiiniilmektedir (Z. M. Chen & Lin, 2015). Cay ¢ok
onemli bir fenolik madde kaynagidir ve ¢ayda bulunan polifenollerin Bdtillendirilmis
hidroksianisol (BHA), Butillendirilmis hidroksitoluen (BHT) ve DL-alfa-tokoferol gibi
sentetik antioksidanlardan daha kuvvetli antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirtilmektedir. Yapilan calismalar caym ayni zamanda, 6nemli biyoaktif bilesiklerden
olan askorbik asidi (AA) de igerdigini gostermistir (Jakubczyk vd., 2020). AA, cayda
bulunan fenolik bilesiklerden rutin ile sinerjik etkisinden dolay1 oksidatif strese karsi
viicudu koruyucu ve dolasim sistemini destekleyici etkiye sahiptir (Jakubczyk vd.,
2020; Kochman vd., 2020).

Gilintimiiz tiiketicilerinin tazesine yakin, daha dogal, daha az yapay katki igeren,
giivenilirligi yiiksek ve raf 6mrii uzun gida tiiketmek istemesi, gida iireticilerini dogal ya
da daha az islem gerektiren muhafaza yontemlerini kullanmaya yoneltmistir. Yapay
antioksidanlarin ve antimikrobiyallerin kullanimi, immiin sistemi baskilamasi ve alerjik
reaksiyonlara yol agmasi gibi yan etkilerinden dolay1 giderek azalmistir. Son yillarda
yapilan c¢alismalar (Albuquerque vd., 2020; Martillanes vd., 2017; Shahidi &
Ambigaipalan, 2015; Tungmunnithum vd., 2018; Yu vd., 2021) birgok bitkisel
materyalin fenolik bilesik gibi faydali bilesenleri fazla miktarda icerdigini ve bunlarin
antioksidan, antimutagenik, antikarsinojenik ve antibakteriyal aktivite gibi ¢ok sayida
farmakolojik o6zelliklerinin oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle gidalarin raf
omriinii uzatmak ve kalitesini 1yilestirmek amaciyla dogal bitki ekstraktlarinin sentetik
katki maddelerine alternatif olarak kullanimi gitgide artis gostermektedir. Cay
yapraginin ¢ok dnemli bir polifenol kaynagi olmasi nedeniyle, 6zellikle yesil caydan
elde edilen polifenollerin gidalarda dogrudan ya da ekstrakt olarak kullanilabilecegi
birgok calisma ile gosterilmistir (Gramza-Michatowska vd., 2016; C. W. Han vd., 2020;
Rashidinejad vd., 2016).



Biyolojik materyallerin toplam polifenol analizi i¢in ¢ogunlukla spektrofotometrik
Folin-ciocalteu reaktifi (FCR) yontemi kullanilmaktadir. Farkli laboratuvarlarda yaygin
olarak kullanilan bu yontemin detaylar1 6nemli 6lglide farklilik gostermektedir ve bu
durumun, benzer arastirma sonuclarin karsilastirilmasi durumunda sonuglarin
giivenilirligi konusunda siiphe duyulmasina neden olacag: belirtilmektedir (Cicco vd.,
2009). Polifenollerin radikal tutma aktivitesini (RTA) analiz etmek igin yaygin olarak
kullanilan yontemlerden biri de 2, 2, diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) yéntemidir.
Bu yontem, gidalarin antioksidan aktivitesini 6lgmek amaciyla kullanilan en stabil
serbest radikallerden biri olan DPPH’mn indirgenmesine dayanan hizli, kolay ve ucuz bir
yontemdir (Ahmad vd., 2018). Antioksidan kapasitenin farkli standart ¢ozeltiler (AA,
trolox, BHA ve BHT gibi) ve farkli esitlikler kullanilarak hesaplanmasi (Marinova &

Batchvarov, 2011) da yontemin dogrulugunu etkileyen faktorlerdendir.

Caym polifenol icerigi, ¢esit, mevsim, iklim, olgunlasma derecesi, isleme yontemi gibi
faktorlere bagl olarak farklilk gostermektedir (Aherne & O’Brien, 2002). Ornegin;
fermentasyon, cay yapraginin baslica polifenolleri olan katesinlerin miktarinda
azalmaya neden olur. Bu yilizden yesil cay, oolong ve siyah caydan olduk¢a fazla
miktarda katesin igerir. Diger taraftan, yesil cay iiretimi i¢in taze toplanmis cay
yapraklarina katesinlerin oksidasyonundan sorumlu enzimleri inaktif hale getirmek i¢in
buhar verme islemi uygulanir (Donlao & Ogawa, 2018). Ancak, bu uygulama dahi,
yuksek sicakliklarda stabilitelerinin diisiik olmasi nedeniyle katesinlerde parcalanmaya
neden olur (Somsong vd., 2020). Dolayisiyla, polifenol kaynagi olarak yesil ¢ay yerine,
dogrudan taze cay yapragim kullanmak c¢ok daha anlamlidir. Literatiirde, farkli cay
cesitlerinin, 6zellikle de yesil ¢aym polifenolleri iizerine ¢ok fazla sayida ¢alisma (Y.
Chen vd., 2010; Dai vd., 2015; Gramza-Michatowska vd., 2016; C. W. Han vd., 2020;
Rashidinejad vd., 2016) mevcut olmasina ragmen, taze ¢ay yapragi polifenollerine
yonelik siirlt sayida ¢aligmaya rastlanmistir. Daha da 6tesi, taze ¢ay yaprag ile ilgili
olarak, polifenollerin ekstraksiyonunun optimizasyonu, polifenollerin
biyoerisilebilirligi, TP ve RTA’yr belirlemek igin kullanilan yo6ntemlerin
karsilastirilmas1 ve biyoaktif bilesenlerinin mevsimsel degisimine iliskin kapsamli bir
calismaya da rastlanmamistir. Yapilan bu arastirma ile 2 farkli yil (2019 ve 2020)
icinde, ii¢ farklt donemde (Mayis, Temmuz ve Eyliil) hasat edilerek gdlgede kurutulmus

taze cay yapragindan solvent (etil alkol) ekstraksiyonu yapilmis olup, ekstraksiyon



kosullar1 yanit yizey yontemi (RSM) ile Box-Behnken Deseni (BBDD) kullanilarak
optimize edilmistir. Elde edilen ekstraktin toplam polifenol (TP), toplam flavonoid (TF)
ve AA icerikleri ile RTA’s1 tespit edilerek hasat doneminin s6z konusu parametreler
tizerine etkisi belirlenmistir. En fazla TP ve RTA’nin tespit edildigi hasat donemine ait
cay yapragma farkli FCR ve DPPH yontemleri de uygulanarak yontemler arasindaki
farkliliklar belirlenmistir. Ayn1 6rnegin Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(HPLC) ile bireysel fenolik bilesiklerinin analizi gergeklestirilmis olup, elde edilen
sonuglar farkli spektrofotometrik FCR ydntemlerine ait sonuglarla karsilastirilmistir.
Ayrica s6z konusu Ornegin polifenollerinin in-vitro gastrointestinal sindiriminin
(biyoerisilebilirlik) de belirlenmesiyle bu konudaki literatiir eksikliginin giderilmesi

amagclanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Cay Bitkisi ve Botanik Ozellikleri

Cay tadi, aromas1 ve saglik tizerine olumlu etkilerinden dolay1 diinyadaki en popiiler
iceceklerden biridir (Chaudhuri vd., 2000; Khokhar & Magnusdottir, 2002) ve dinyada
ve Tiirkiye’de sudan sonra en ¢ok tiiketilen ikinci icecektir (Fisunoglu & Besler, 2008;
Sari, 2010). Cay, Theaceae familyasindan ¢igekli bir bitki cinsi olan Camellia sinensis'e
ait yaprak ve surgunler kullanilarak tretilmektedir (Murray & Nowicki, 2020). Dlinyada
Cin, Sri Lanka, Japonya ve Tayvan basta olmak iizere, yaklasik olarak 50 iilkede ¢ay
yetistiriciligi yapilmaktadir (Cooper vd., 2005; Wambulwa vd., 2021). Tirkiye’de ise
cay Uretimi Giircistan sinir1 batisindan Fatsa’ya kadar olan Dogu Karadeniz Bolgesinde
gerceklestirilmektedir (Polat vd., 2020; Sari, 2010). Diinya c¢ay iiretimi 2020 yilinda
6,29 milyon tona ulasmistir. Baslica ¢ay lireten ve ihra¢ eden iilkeler: Hindistan, Cin,
Sri Lanka, Arjantin ve Kenya’dir. Bazi {ilkeler siyah ¢ay {iretiminde daha ©n
plandayken, bazi iilkelerde ise tercihen yesil c¢ay iretilmektedir (Intergovernmental
Group on Tea, 2022).

Cay, yilin dort mevsimi yagis alan ve nemli iklim bolgelerinde yetisen kisa boylu bir
bitkidir (Alikilig, 2016). Cizelge 2.1’de ¢ay bitkisinin botanik smiflandirilmasi
gosterilmektedir. Camellia sinensis bitkisinin birkag ¢esidi mevcut olup, ticari ¢aylar
esas olarak iki gesitten Uretilmektedir. Birincisi, Camellia sinensis var. sinensis veya
Cin cay agacidir. Cin ve Japonya'da yetistirilmektedir. Koyu yesil renkli, kiigtik, sert,
donuk yapraklara sahiptir. Camellia sinensis var. sinensis daha ¢ok yesil gay liretiminde
kullanilmaktadir. Ikinci ¢esit Camellia sinensis var. assamica veya Assam cay agacidir.
Hindistan, Sri Lanka, Endonezya ve Afrika'da yetistirilmektedir. Bu tiir ise, yumusak,
biiyiik, parlak, agik yesil yapraklara sahip olup siyah ¢ay tretimi i¢in kullanilmaktadir
(Hilal, 2017; Preedy, 2012; Rawal vd., 2021; Sirisa-Ard vd., 2017; Unachukwu vd.,
2010).



Cizelge 2.1. Cay bitkisinin botanik siniflandirilmasi (Agarwal vd., 2017)

Ust alem Plantae

Alem Tracheobionta

Bolum Spermatophyte

Altbolum Magnoliophyta

Sinif Magnoliopsida

Altsimf Dillenidea

Takim Theales

Familya Theaceae

Cins Camellia L.

Tur Camellia sinensis (L.) O. Kuntze, syn. Thea sinensis L.

Cay bitkisi, yapraklar1 dokiilmeyen dalli bir calidir (Q. Zhang vd., 2020). Ozel
amaglarla yetistirildiginde, yapraklarinin toplanmasin1  ve slrgin olusumunu
kolaylastirmak i¢in yaklasik 1,20-1,50 metre yiikseklikte tutulmaktadir (Bandara, 2012).
Ancak bitki, dogal ortamda yetistiginde 5 ile 15 m yiikseklige ulasabilmektedir
(Mahmood vd., 2010). Yuvarlak, kahverengi ve yagli 1-4 adet tohum icermektedir
(Shrivastava vd., 2018; Yurteri vd., 2019). Camellia sinensis bitkisinin yapraklar1 tek
siral1 ve parlak koyu yesil renkte olup, 5-14 cm uzunlugunda ve 2-5 cm genisligindedir
(Agarwal vd., 2017; Shrivastava vd., 2018). Geng yapraklar yapragini dékmeyen,
yumusak ve tliyliidiir. Yagh yapraklar ise tiiysiiz olup uzun, eliptik bir sekle sahiptir. En
iyi ¢aylar dallarin ucundaki geng yapraklardan elde edilmektedir (Singh vd., 2014). Bu
nedenle, genellikle geng siirglinlerin ucunda gelisen tepe strgund ile bu surglnln
altindaki birinci ve ikinci yapraklar islenmek tizere hasat edilmektedir (Sari, 2010)
(Sekil 2.1).
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-
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Sekil 2.1. Camellia sinensis bitkisi (Namita vd., 2012; Preedy, 2012)
2.2. Cay Cesitleri

Ticari caylar, iiretim yontemine gore genellikle fermente olmayan yesil ¢ay, kismen ya
da yar1 fermente oolong cay ve tamamen fermente siyah cay olmak Uzere 3 ana gruba
ayrilmaktadir (Elmas & Gezer, 2019; Wheeler & Wheeler, 2004) (Sekil 2.2). Diinya
genelinde, en fazla siyah gay (%76-78) iiretilirken, bunu yesil ¢ay (%20-22) ve oolong
cay (%2) takip etmektedir (Vastrad vd., 2021). Dogu iilkelerinde genellikle yesil ve
oolong caylar daha ¢ok tercih edilirken, Bat1 {ilkelerinde siyah cay tercih edilmektedir
(J. K. Lin & Lin-Shiau, 2006; H. Zhang vd., 2019).
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Sekil 2.2. Farkl1 ¢ay gesitlerinin iiretim asamalar1 (Salman & Ozdemir, 2018; Y. Wang
vd., 2019)

2.2.1. Yesil cay

Yesil cay, bitkinin geng siirgiinlerinden tepe slirgiinii ve onu takip eden iki yaprak esas
alinarak hasat edilen yapraklar kullanilarak, diger ¢ay cesitlerine uygulanan kivirma,
soldurma, pargalama islemlerine tabi tutulmadan {iretilen, okside olmamis bir cay
cesididir. Fermentasyon islemi polifenol oksidaz nedeniyle katesin miktarinda énemli
oranda azalmaya neden oldugu i¢in yesil ¢cay, oolong ve siyah caydan daha fazla katesin
icermektedir (Cabrera vd., 2003; Jiang vd., 2019) (Cizelge 2.2). Yesil ¢ay yapraklarinda
yaklasik olarak %30 polifenol bulunmaktadir. Yesil cayda bulunan baslica polifenoller,
flavan-3-ollar (katesinler), flavonollar, flavonlar, proantosiyanidinler ve bunlarin
threvlerini igeren flavonoidlerdir. Cay yapraginda en fazla bulunan fenolik bilesikler
olan katesinler, katesin (C), gallokatesin (GC), epikatesin (EC), epigallokatesin (EGC),
epikatesin gallat (ECG) ve epigallokatesin gallattir (EGCG). Bunlar, fermente olmamis



yesil ¢ay kuru agirliginin %20-30’unu olusturur (Jiang vd., 2019; Zderic & Zondervan,

2016). Cay yapraginda flavonoidlerin yani sira fenolik asitler ve bunlarin tiirevleri de

bulunmaktadir (Belitz vd., 2009; Daglia vd., 2014). Ayrica, yesil ¢ay yapraklari fazla

miktarda kalsiyum (Ca), bakir (Cu), demir (Fe), magnezyum (Mg), manganez (Mn),

¢inko (Zn) gibi mineraller ve kafein gibi ksantin bilesiklerini igermektedir (Daglia vd.,

2014; Lu vd., 2004).

Cizelge 2.2. Farkli ¢aylarin biyoaktif bilesikleri (Gongalves Bortolini vd., 2021)

Cay cesidi

Bilesik (mg/g) Yesil cay Oolong cay Siyah cay
EGCG 90-64-95,50 10,34-34,74 1,34-2,15
ECG 6,71-22,64 3,08-7,57 1,12-2,62
EGC 6,21-21,02 16,22-73,97 0,91
EC 3,18-14,21 2,45-9,19 0,45-1,33
C 1,13-6,42 0,85 0,33
Toplam katesin 106,02-145,54 70,31-136,88 3,95-38,69
Gallik asit 0,64-2,97 0,29-3,05 2,21-6,37
Toplam flavonoid 1,16-29,9 15,07 6,36-62,10
Toplam fenolik 12,36-252,65 31,33-150,10 11,33-101,29
L-teanin 2,63-14,23 1,70-8,38 1,43-11,00
Teobromin 3,95-8,39 0,28 0,70-4,43
Kafein 2,64-42,20 12,36-31,66 4,05-39,55

2.2.2. Oolong cay

Diinya ¢ay tliketiminin %2'sini temsil eden oolong cay1, kismi fermentasyon ile iiretilir

ve igleme sirasinda %10-70 oraninda oksidasyona ugrar (Y. Chen vd., 2010). Oolong

cayin bilesiminde, teasinensinler gibi fermentasyon islemi sirasinda olusan dimerik ve

oligomerik polifenoller bulunmaktadir. Oolong ¢ayin polifenol profili yesil veya siyah

caymkine benzer, ancak ¢ay yapraklari kurutulmadan 6nce kismi bir fermentasyon

asamasina tabi tutuldugu i¢in yesil ¢aydan daha diisiik polifenol igerirken (Zuo vd.,

2002), siyah ¢aydan daha fazla katesin ve daha az polimerik polifenol icerigine sahiptir
(Sajilata vd., 2008; H. Zhang vd., 2019) (Cizelge 2.2).



2.2.3. Siyah cay

Diinya cay tiketiminin %78'ini olusturan siyah c¢ay, ¢ay yapraklarinin tam
fermentasyona tabi tutulmasiyla elde edilmektedir (J. K. Lin & Lin-Shiau, 2006). Siyah
cayin proses asamalart hasat, soldurma, kivirma, fermentasyon, kurutma ve
siniflandirmadan olusmaktadir. Siyah ¢aym en Onemli asamalarindan biri olan
fermentasyon sonucunda, siyah ¢ayin kendine has rengi ve aromasi ortaya ¢ikmaktadir
(Fisunoglu & Besler, 2008; Henning vd., 2003; Luczaj & Skrzydlewska, 2005). Cay
katesinleri fermentasyon sirasinda, polifenol oksidaz ile beraber peroksidaz gibi diger
enzimlerin katalize ettigi oksidasyon ve polimerizasyona ugramaktadir. Bunun
sonucunda, cay yapraginda bulunan flavanol miktar1 azalmaktadir. Ancak caya
uygulanan oksidasyon islemi ile flavanollardan, portakal-kirmizi renkli teaflavinler ve
kimyasal olarak oldukca heterojen, kahverengimsi tearubijinler gibi sekonder
polifenoller olusmaktadir (Carloni vd., 2013; Jiang vd., 2019; Langley-Evans, 2000;
Richelle vd., 2001; Tosun & Karadeniz, 2005; Yassin vd., 2015). Katesinlerin
oksidasyonu sonucu olusan kinonlarin kondenzasyonu sonucu dort farkli teaflavin
olusmaktadir (Sekil 2.3). Bunlar; serbest teaflavin (T-f), teaflavin-3-gallat (T3G),
teaflavin-3'-gallat (T3'G) ve teaflavin-3-3'-digallatdir (T33'DG). Yapist tam olarak
ortaya konmus olan teaflavinlerin miktarinin c¢ayda fazla olmasi, ¢ayin duyusal
kalitesini arttirmaktadir. Tearubujinler, siyah ¢aydaki toplam flavonoidlerin %50-60'1n1
olustururken, teaflavinler %10'unu olusturmaktadir (Abudureheman vd., 2022; Stangl
vd., 2006; H. Zhang vd., 2019). Teaflavinler ve tearubijinler, siyah ¢aymn renginden ve
buruklugundan sorumludur (Obanda vd., 2004). Bu pigmentlerin ¢ayda bulunma
oranlar1 siyah c¢ayin islenme kosullarina 6zellikle de uygulanan fermentasyon yontemine

gore farkliliklar gostermektedir (Obanda vd., 2001; Wright vd., 2000).
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Sekil 2.3. Teaflavinlerin olusumu (S. Li vd., 2013)

2.3. Taze Cay Yapraginin Bilesimi

2.3.1. Cay yapragimn genel bilesimi

polisakkaritler, amino asitler,

Camellia sinensis yapraginin kimyasal bilesimi (Cizelge 2.3), farkli ¢ay ¢esitlerinin
kalitesinde 6nemli rol oynamakta olup, cayin kokusunu, tadini, agizda biraktig1 hissi ve
gorunimund 6nemli olcude etkilemektedir (Chaturvedula & Prakash, 2011; Ho vd.,
2015). Taze toplanmis ¢ay yapragi yaklasik %70-83 su icermektedir (Jabeen vd., 2015).

Cay yapraginin baslica bilesenlerini polifenoller (katesinler, flavonollar, fenolik asitler),

miktarlarda ise vitaminler, ugucu yaglar ve mineral bilesikler (potasyum, demir, ¢inko,
manganez, bakir, sodyum, magnezyum ve kalsiyum) yer almaktadir (Bhutia vd., 2015;

Koch vd., 2018). Cay yapragmin en 6nemli bileseni, ¢caymn duyusal 6zelliklerinden
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lipidler ve alkaloidler olusturmaktadir. Daha az



sorumlu tutulan bu ylizden de ¢ay deminin kalitesini ve ¢ayimn pazar degerini etkileyen
fenolik maddelerdir (Liang vd., 2003; Wright vd., 2000). Cayda bulunan fenolik
maddeler esas olarak flavanollar (katesinler) ve flavonollardir (H. Wang vd., 2000).
Vitaminlerden 6zellikle riboflavin (B2), niasin (B3) gibi B grubu vitaminleri, C vitamini
ve E vitamini 6nem tagimaktadir (Aboulwafa vd., 2019; Bhattacharya vd., 2021; Hosen
vd., 2014; Vishnoi vd., 2018). Cay yapraginda en fazla bulunan alkaloid olan kafein
caym uyarict etkisinden sorumludur (Jin vd., 2016). Cayda bulunan amino asitlerden
teanin, sadece cay bitkisine O6zgli olup tiim amino asitlerin yaklasik %50’sini
olusturmaktadir (Sari & Velioglu, 2011; Thippeswamy vd., 2006) ve ¢aymn umami tat ve
kokusu tzerine etkilidir (Saeed vd., 2020; Shi vd., 2019). Klorofiller ve karotenoidler
ise ¢ay yapragina rengini veren pigmentlerdir (Donlao & Ogawa, 2019; Feng vd., 2014;
Paiva vd., 2020).

Cizelge 2.3. Cay yapraginin kimyasal bilesimi (mg/g) (D. Chen vd., 2020)

Bilesik Miktar
EGCG 18,10-54,06
ECG 1,11-2,07
EGC 13,44-36,53
EC 4,90-7,27

C 5,37-6,51
Toplam katesin 105,85-112,72
Toplam flavonol 30,00
Polisakkarit 130,00
Saponin 72,30-121,80
Kafein 34,86

Protein 150,00
L-teanin 0,41-4,05
Toplam amino asit 1,19-6,99
Ugucu bilesik <0,10

11



2.3.2. Cay yapragmn fenolik madde bilesimi

Cay yaprag, bitkilerin ikincil metabolitleri olan ve yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
polifenoller agisindan oldukga zengindir (Samynathan vd., 2021). Polifenoller kimyasal
olarak genis bir grubu temsil etmekte olup, 8000'den fazla molekiil igermektedir.
Kimyasal yapilar1 bir veya daha fazla sayida hidroksil grubu iceren benzen halkasina
baglanan bir dizi aromatik halkadan olusmaktadir. Taze cay yapraginda bulunan fenolik
bilesikler esas olarak flavonoidlerin alt gruplari olan katesinler ve flavonollar ile gallik
asit ve klorojenik asit gibi fenolik asitlerden olusmaktadir (Engelhardt, 2013; Hithamani
& Srinivasan, 2018; Z. Liu vd., 2020; Vastrad vd., 2021).

Katesinler; cay yapraginda bulunan katesinler, cayin toplam fenolik madde iceriginin
%70-80'"ini olusturmaktadir (Deka vd., 2021; Zheng vd., 2018). Cayin baslica katesinleri
C, GC, EC, EGC, ECG ve EGCG’dir (Sekil 2.4) ve miktarlar1 farkli ¢ay klonlarina gore
degismektedir (Ashihara vd., 2010; Rhodes vd., 2013; Wright vd., 2000). Katesinler
renksiz ve suda ¢Oziiniir bilesikler olup, cay demine burukluk verirler. Taze cay
yapraginin katesin dagilimi, elde edilecek siyah cayin kalitesi icin belirleyici
olabilmektedir. Wright vd. (2000) 20 iyi kaliteli ve 20 disiik kaliteli ¢ay klonunda,
katesin bilesiminin siyah ¢ay kalitesi ile iliskisini incelemis ve siyah cay kalitesiyle en
yuksek korelasyona sahip bilesigin EC oldugunu tespit etmislerdir. Diger taraftan,
Obanda vd. (1997) 15 farkli ¢ay klonunda katesinlerden ECG ya da EGCG’in baskin
oldugunu ve her 2 katesinin de siyah ¢ay kalitesi ile yiiksek korelasyon gosterdiklerini
belirtmislerdir. Cay yapraginda bulunan katesinlerin miktari, ¢ay liretimi sirasinda ¢ay
cesidine bagli olarak degisen oranlarda azalmaktadir. Ornegin, siyah cay Uretiminde
fermentasyon asamasinda katesinler 6nemli oranda azaldigindan, son {iriinde katesinler

hi¢ bulunmaz ya da diisiik miktarlarda bulunur (Stewart vd., 2005).
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Sekil 2.4. Katesinlerin kimyasal yapis1 (Rashidinejad vd., 2021)

Cay katesinleri, bir hidrojen atomu vericisi olarak serbest radikalleri indirgeme, zincir
oksidasyon reaksiyonlarini engelleme veya metallerle celat yapma yetenegine sahip
olduklarindan antioksidan olarak davranirlar (Gramza vd., 2006). Leung vd. (2001)
tarafindan, EGCG’nin diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu engelleme
acisindan en fazla etkiyi gosterdigi ve bunu sirasiyla ECG, EC ve EGC’nin izledigi
saptanmigtir. EGCG’nin en yiiksek antioksidan potansiyele sahip oldugu, Stewart vd.
(2005) tarafindan da belirlenmistir. Ayn1 arastirmada, EGCG’i sirasiyla ECG, EGC ve
EC = GC izlemistir. Ayrica, Sakanaka vd.’nin (2000) cay katesinlerinin bakteri
sporlariin  1stya direnci lizerine etkisini inceledikleri c¢aligmalarinda, ECG,
gallokatesin gallat (GCG) ve EGCG’in galloil grubunu igermelerinden dolay1r diger
katesinlere gore Clostridium thermoaceticum’a ait sporlarin 1siya direncinin

azalmasinda ¢ok etkili oldugunu belirtmislerdir.

Flavonollar; ¢ay yapraginda bulunan flavonoidlerin diger alt grubunu olusturan fenolik
bilesikler ise flavonollardir (Sekil 2.5) ve kimyasal yapilar1 katesinlere benzerlik

gosterip sadece piran halkasi 4-0x0-3-hidroksi karbon halka ile yer degistirmistir
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(Hollman & Arts, 2000). Cayin baslica flavonollart ¢ay kuru agirligmin %3’iinii
olusturan kuersetin, mirisetin ve kamferoldiir (Dufresne & Farnworth, 2001; M. K. Lee
vd., 2019; Y. Wu vd., 2016). Bunlar sekerlerle ester yapmalar1 nedeniyle ¢ogunlukla
glikozid formunda bulunurlar ve glikozid, C halkasinin 3’Uncl pozisyonundaki
hidroksilde bulunmaktadir (Gramza & Korczak, 2005; Monobe vd., 2015). Flavonol
glikozidlerin yapisinda yer alan sekerler glukoz, ramnoz, galaktoz, arabinoz ve
fruktozdur. Stewart vd.’ne (2005) gore ¢ay yapraginda bulunan flavonol miktari siyah
cay liretiminde fermentasyon sirasinda ¢ok az degisime ugramaktadir. Aym arastiricilar,
yesil ¢ayda 129 uM flavonol tespit ederken siyah cayda bunu 152 uM olarak tespit
etmislerdir. Cayda bulunan flavonollar arasinda kuersetin glikozidleri, en fazla
antioksidan aktiviteye sahiptir. Diger taraftan seker molekiiliiniin baglanmasi aglukon
formundaki kuersetinin antioksidan aktivitesini azaltmaktadir (Dufresne & Farnworth,
2001; Heim vd., 2002).

PH OH OH
PNy OH ,J q”__,DH s
HQ . O A |H HO ... Q. J J HC'.NH_T_I,.ﬁ_.:,__ _I,.G.__I_ﬁ__l,.---.f;?w,.”
R %l_. y OH v 5_._.[, ][ y /]:\
""\-.._._'."'-"'-*""--.. --"'.I.""\. _\__._-.;:.___.__-. — '--_\___ _____.-- - __H_,-k.,‘___.
T OH T o 1 I OH
OH © OH O oH O
Mirisetin Kuersetin EKamferol

Sekil 2.5. Flavonollarin kimyasal yapist (Kingori vd., 2021)

Fenolik Asitler; fenolik asitler, hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinnamik asitler

olmak tzere iki gruba ayrilirlar (Bruneton, 2009) (Sekil 2.6).

Hidroksibenzoik asitler; C6-C1 iskelet yapisina sahip olup, benzoik asitten tiiremis
bilesiklerdir ve en az bir fenolik karboksil ve hidroksil grubu icermektedir (Legrand,
2015). Bu bilesikler bitkisel dokularda, serbest, konjuge ester veya heterozid formunda
bulunmaktadir (Kowalski & Kowalska, 2005; X. Zhang vd., 2019). Baslica fenolik
benzoik asitler vanilik asit, genistik asit, p-hidroksibenzoik asit, salisilik asit, gallik asit
ve protokatesuik asittir (Tomas-Barberan & Clifford, 2000). Cay yapraginda en fazla

bulunan hidroksibenzoik asit, serbest, flavanollar tarafindan esterlesmis veya glikozid
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formunda bulunan gallik asittir (X. Zhou vd., 2020). Gallik asidin, viicuda alindiginda
diger polifenollere gore daha iyi absorbe oldugu belirtilmektedir (Vella vd., 2019).

Hidroksisinnamik asitler; sinnamik asit tiirevi olan bu bilesiklerin yapist C6-C3
iskeletine dayanmaktadir ve dogada hidroksibenzoik asitlerden daha fazla bulunurlar.
En yaygin hidroksisinnamik asitler kafeik asit, p-kumarik asit, sinapik asit ve ferulik
asittir (EI-Seedi vd., 2012; Lafay & Gil-lzquierdo, 2008). Bunlardan kafeik asidin
kuinik asit ile yaptig1 ester olan klorojenik asit de yesil cayda bulunan diger bir fenolik

asittir (El Gharras, 2009; Kingori vd., 2019; Macheix vd., 2005).

(a) (b)
RS COOH RS . -CO0H
R4 :QRE R4m
R3 R3
Hidroksibenzoik asitler R2 R3 R4 R5 Hidroksisinnamik asitler
p-hidroksibenzoik asit H H OH H p-kumarik asit
protokatesuik asit H OH OH H kafeik asit
vanilik asit H OCHz3 OH H ferulik asit
gallik asit H OH OH OH
siringik asit H OCHa OH OCHz3 sinapik asit
salisilik asit OH H H H
genistik asit OH H H OH

Sekil 2.6. Hidroksibenzoik asitler (a) ve hidroksisinnamik asitlerin (b) kimyasal yapisi
(Chira vd., 2008)

2.3.3. Cay yapragmnin fenolik madde bilesimini etkileyen faktorler

Taze ¢ay yapragmin fenolik madde bilesimi gesitli faktdrlere bagh olarak degiskenlik

gostermektedir. Bu faktorler agagida gosterilmektedir:

Cesit; diinya genelinde yaklasik 1500 ¢ay yapragi ¢esidi vardir. Her bir ¢gesidin kendine
0zgl Ozellikleri mevcuttur (Ding vd., 2021; Sabhapondit vd., 2012) ve kimyasal
bilesimleri farklilik gostermektedir (Y. Chen vd., 2009; X. Wu vd., 2018). Fang vd.
(2021), katesinlerin ve flavonol glikozidlerin miktarinin ¢eside bagli olarak degistigini

bildirmiglerdir. Arastiricilar Camellia assamica ¢esidinde, ECG ve flavonol di-
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glikozidlerin, Camellia sinensis ¢esidinde ise EGCG ve flavonol tri-glikozidlerin

miktarmin daha fazla oldugunu saptamislardir.

C. Wu vd. (2012) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, yesil ¢ay ve oolong cay iiretimi igin
secilen yaprak cesitlerinde fenolik bilesiklerin miktar1 oldukca degiskenlik gostermistir.
Yesil cay tretiminde kullanilan c¢esitlerde katesinlerin, oolong c¢ay1 {iiretiminde
kullanilan gesitlerde ise toplam flavon ve flavonol glikozidlerin miktarinin daha diisiik

oldugu tespit edilmistir.

Gonbad vd. (2015), Iran'da yetistirilen 12 ¢ay klonunun kimyasal bilesenlerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, klonlar arasinda TP ve TF miktar1 agisindan 6nemli
farkliliklar gozlemislerdir. Arastiricilar, calisilan tiim klonlar arasinda, iran 100 adli ¢ay
klonunun en yuksek TP (8,44 mg GAE/g kuru ekstrakt) ve TF (5,40 mg RE/g kuru
ekstrakt) igerdigini tespit etmislerdir. Ayrica, ¢ay yapraklarinin EGCG miktar1 (1,60-
4,90 mg/g) ve ECG miktarinin (0,59-1,55 mg/g), klona gore degisiklik gosterdigi
belirtilmistir. Benzer sekilde, Q. Zhang vd. (2020) yaptigi ¢alismada, ayni bolgede
yeistirilen ve ayni1 zamanda toplanan Camellia sinensis var assamica ve Camellia
sinensis var sinensis gesitlerine ait ¢ay yapraklarinin TP igerigi, %7,99-14,53 arasinda
degisiklik gostermistir. Cay yapraginda bulunan fenolik asitlerden gallik asitin
miktarinin da g¢esitlere gore farklilik gosterdigi belirtilmektedir (X. Zhou vd., 2020).

Hasat dénemi; cay yapraklar1 y1lda 2-4 kez hasat edilmektedir (Balci & Ozdemir, 2016;
Sharma vd., 2011). Ekvator c¢evresinde yer alan ve iklim farkliliklarinin az oldugu
bolgelerde ise tiim yil boyunca hasat yapilabilmektedir (Mukhopadhyay & Mondal,
2017). Cay yapragmin polifenolleri, hasat edilen mevsime gore degisiklik
gostermektedir (Deka vd., 2021). Bunun sebebi, giin uzunlugu, yagis miktari, giines
15181 ve/veya sicaklik gibi faktorlerin mevsimlere gore Onemli oOlgiide farklilik
gostermesidir. Soguk aylarda toplanan taze ¢ay yapraklarinin toplam fenolik igeriginin,
sicak aylarda toplanan yapraklara gore daha diisiik oldugu belirtilmektedir (Tounekti
vd., 2013). Erturk vd. (2010), Turkiye'de son hasat doneminde (Eyliil) toplanmis ¢ay
yapraklarinda, toplam fenolik madde miktarinin birinci hasat doneminde (Mayis)
toplanmis yapraklardan daha yiiksek oldugunu saptamistir. Bu sonugla paralel olarak,

yapraklarin antioksidan aktivitesi de birinci hasattan {iglincii hasada dogru artis
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gostermistir. Diger taraftan, L. S. Lee vd. (2014), birinci hasat doneminden en son
yapilan hasat donemine dogru ¢ay yapragmin C ve GCG miktarlarinin énemli dlctide
azaldigimm ancak EC, EGCG ve EGC miktarlarinin ise arttifin1 tespit etmislerdir.
Ornegin, Nisan sonunda toplanan yaprakta 105,37 mg/g olarak tespit edilen EGCG
miktari, Mayis sonunda toplanan yaprakta 112,86 mg/g’a yiikselmistir. Ayni
yapraklarin C igerigi ise 2,48 mg/g’dan 0,99 mg/g’a diismiistiir.

Hasat yontemi; cay yapraklar1 elle ya da makine ile hasat edilir. Caylarin kimyasal
kalite parametreleri, yapraklarin toplanma yontemine gore degismektedir. Elle toplanan
caylarin biyokimyasal bilesikler agisindan makine ile hasat edilen caylara gore daha
zengin olmasi ve daha yiiksek fenolik bilesik icermesi nedeniyle, kaliteli ¢ay iiretimi
icin ¢ay yapraklar1 genellikle elle toplanmaktadir. Cay yapraklarinin, makine ile hasat
edilmesi sirasinda mekanik olarak zarar gormesi, bunlardan elde edilecek ¢ayin
kalitesinde diismeye neden olur (Nandagopalan vd., 2014). Yapraklarin hasat
standardina (iki yaprak ve bir slirgiin) uygun olarak hasat edilip edilmemesi de cay
kalitesini buyuk olgiide etkilemektedir (Olmez & Yilmaz, 2010; Tang vd., 2018).
Bir¢ok fenolik bilesigin miktari, geng siirgiinlerde olgun yapraklardan daha fazladir.
Siirgiinler olgunlastikca, toplam flavonol glikozid, mirisetin ve katesinlerin miktar1 da
artmaktadir (Q. Li vd., 2015). Ravichandran ve Parthiban (1998), elle toplanan cay
yapraklarinin TP ve toplam katesinlerinin (sirastyla %27,7 ve %18,4) makasla toplanan

yapraklardan (sirasiyla %26,6 ve %17,8) daha yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir.

Bolge; cay bitkisinin diinyadaki cografi dagilimi, bu bitkinin iklim faktorlerindeki
degisimlere ¢ok iyi uyum sagladigimi gostermektedir (Y. S. Lin vd., 2003). Bitkinin
yetistirildigi bolgenin cografi, arazi, topografik ve iklim o6zelliklerinin farkli olmasina
bagli olarak, yapraklarin fenolik bilesikleri de dahil kimyasal bilesimi degismektedir (Y.
S. Lin vd., 2003; Renla & Ajungla, 2017). D. Wang vd. (2008), tarafindan yapilan
arastirmaya gore, Cin’in Fujian ve Tayvan bolgesinde yetisen ¢ay yapragi cesitlerinde
esterlesmemis katesinler, Guangdong bolgesinde yetisen cesitlerde ise esterlesmis
katesinler daha fazla tespit edilmistir. Cay bitkisi yiiksek irtifa bitkisi olarak
bilinmektedir. Rakim ne kadar yiiksek olursa, iiretilen ¢ayin kuru madde, aroma ve
polifenol miktarlar1 dolayisiyla kalitesi artmaktadir. Cayin yetistirildigi bdlgenin
yiiksekligi polifenollerden 6zellikle katesinleri etkiler. Nitekim yiiksek irtifa ¢aylarinin
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EGCG agisindan daha zengin oldugu belirtilmektedir. Genel olarak, 600 m rakimin
altinda daha diisiik kalitede, 1200 m rakimin iizerindeki bolgelerde ise daha yiiksek
kalitede ¢ay yapragi elde edilmektedir (Dang, 2015; W. Y. Han vd., 2017). Hava
sicaklig1 ve nemi de ¢ayin fenolik bilesikleri lizerinde etkisi olan 6nemli faktorlerdendir
(Ghabru & Sud, 2017; L. Y. Wang vd., 2011; Wei vd., 2011). Yin vd. (2008), taze cay
yapraklarinda polifenoller ve toplam katesin iceriginin diisiikk bagil nemde (%60)
azaldigini, ancak yiiksek bagil nemde (%90) arttigin1 belirtmislerdir. Yagis miktarinin
fazlalig1 da cayin toplam fenolik madde miktarinda ve antioksidan aktivitesinde artisa
neden olmaktadir. Ahmed vd., (2014), yagisin az oldugu kurak mevsime gore yagisin
fazla oldugu mevsimde, caym fenolik bilesiklerinde, %4,5'e varan oranlarda artis

oldugunu saptamislardir.

Analiz yontemi; c¢ay polifenollerinin analizi igin, c¢ogunlukla kromatografik
yontemlerden HPLC (Nian vd., 2019; Truong & Jeong, 2021; Yao vd., 2004) ve
spektrofotometrik yontemlerden Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) (L. Y. Chen vd., 2015;
Y. Wang vd., 2022) kullanilmaktadir. Ancak, s6z konusu yontemlerin farkli kosullarda
uygulanmasina bagli olarak ¢ay polifenollerinin profili ve konsantrasyonu (kons.)

farklilik gosterebilmektedir.

Nishitani ve Sagesaka’nin (2004), HPLC yontemi kullanarak farkli mobil fazlarin cay
katesinleri ilizerine etkisini belirledikleri caligmalarinda, ECGG ve EC’nin daha iyi
ayrimi i¢in su-metanol-fosforik asitten olusan mobil fazin gradient olarak kullaniminin
daha iyi sonug verdigini belirtmislerdir. He vd. (2010), yesil ¢aydan katesinleri HPLC
ile belirlemek igin mobil faz olarak sulu asetonitril-metanolii kullandiklar
calismalarinda, %40,9 (w/w) EGCG tespit etmislerdir. Diger taraftan Bhandari vd.
(2019), taze ¢ay yapragindan katesinlerin HPLC ile analizi icin mobil faz olarak asetik
asit-asetonitril kullanmis ve dort farkli katesin tespit etmislerdir. Cayda bulunan 4
onemli katesin (EGCG, EGC, ECG ve EC) ve gallik asidin belirlenmesi i¢in tek ve ¢ok
asamali ekstraksiyon yontemlerinin  kullamildigi  bir c¢alismada, tek asamali
ekstraksiyonun yeterli olmadigi, ¢oklu ekstraksiyon yonteminin daha iyi sonu¢ verdigi
belirlenmistir (Zuo vd., 2002). Cayda toplam polifenol analizi i¢in kullanilan FCR
yonteminde, ¢aym TP miktari, sodyum karbonat ve FCR’nin ilave edilme sirasi,

reaksiyon karigiminin inkiibasyon siiresi ve sicakligindaki farkliliklar, absorbansin 700
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ile 765 nm araliginda Ol¢iilmesi, son karisim hacminin 2 ile 100 mL araliginda olmasi,
farkli standart madde kullanimi gibi faktorlere bagli olarak 6nemli Slgiide farklilik
gosterebilmektedir (Bancuta vd., 2016; Cicco vd., 2009; Hong vd., 2011; Musa &
Abdulla, 2009; Singleton vd., 1999). L. Y. Chen vd.’ne (2015) gore, sodyum karbonat
reaksiyon ortamina FCR’den once ilave edildiginde, sonra ilave edildigi duruma gore
yesil ¢ayda daha fazla TP miktar1 tespit edilmistir. Ayrica, Bai vd. (2018), farkli
konsantrasyonlarda FCR kullanilmasinin ¢ay polifenolleri iizerine onemli etkisi
oldugunu belirtmistir. Benzer sekilde, Sateanchok vd. (2018), yesil ¢ayin TP’sini
belirlemek amaciyla literatiirde ¢ok kullanilan FCR yontemlerinden birini, aym
yontemin reaksiyon siresi ve FCR konsantrasyonunu degistirerek gelistirdikleri yeni
yontemle karsilagtirdiklarinda, ¢ayda daha fazla TP tespit etmislerdir (74,6 mg’a GAE/g
karsilik 82,00 mg GAE/Q).

Cay yapraginda bulunan fenolik bilesiklerin analizi amaciyla, uygulanan ekstraksiyon
islemi sirasinda, ekstraksiyon kosullarina (solvent tipi, sicaklik, siire, solvent-materyal
orani gibi) bagl olarak fenolik bilesiklerin konsantrasyonu ve cinsi degismektedir
(Barreira vd., 2022; Bindes vd., 2019; de Moura vd., 2022; Gadkari vd., 2015). Perva-
Uzunali¢ vd.’ne (2006) gore, solvent, solvent-materyal orani, ekstraksiyon sicakligi ve
stire gibi ekstraksiyon parametrelerine gore degismek iizere yesil ¢cayin katesin miktar
onemli oranda degisiklik gostermistir. Ayni arastiricilar katesinlerin ekstraksiyon
sirasinda parcalanmasini onlemek i¢in kisa ekstraksiyon siiresi-yiiksek sicaklik ya da
uzun ekstraksiyon sulresi-daha diisik sicaklik kombinasyonunun uygulanmasini
onermistir. Taze ¢ay yapragindan fenolik bilesiklerin HPLC ile analizi i¢in metanol ve
suyun ekstraksiyon amaciyla kullanildigi bir arastirmada, elde edilen katesinlerin
miktarlar1 acisindan, metanoliin sudan daha etkili bir solvent oldugu tespit edilmistir
(Yao vd., 2004). Zuo vd. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada, yesil, siyah ve oolong
caylarinda katesinlerin HPLC ile yapilan analizinde 6rnek ekstraksiyonunun kritik bir
asama oldugu ve tek asamali solvent ekstraksiyonuna kiyasla c¢ok asamali

ekstraksiyonla biitiin katesinlerin miktarinda artis oldugu belirtilmistir.

2.4. Taze Cay Yapragindaki Fenolik Bilesiklerin Radikal Tutma Aktivitesi (RTA)

Cay polifenolleri oksidatif stresin neden oldugu hiicre hasarinin korunmasinda rol

oynayan ve cesitli hastaliklara yakalanma riskini azaltan c¢ok gii¢lii antioksidanlardir
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(Camargo vd., 2016). Bunlar, lipoprotein, protein, lipit ve oligonukleik asit gibi
biyomolekiillerden serbest radikalleri yakalama ve ortadan kaldirma yetenekleri
nedeniyle oksidatif strese karsi savasir (Aydin vd., 2015; Luo vd., 2012) ve hiicre iginde
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve reaktif azot tilirlerinin (RNS) neden oldugu
reaksiyonlart onler (Aloui vd., 2020). Hiicrelerde bulunan baslica ROS ve RNS’ler
superoksit anyonu, singlet oksijen, hidrojen peroksit ile hidroksil, peroksinitrit ve
peroksil radikalleridir (Kalam vd., 2012). Cay yapraginda bulunan katesinlerin ¢zellikle
de EGCG’nin ve fenolik asitlerden gallik asidin etkili ROS temizleyicisi oldugu
belirtilmektedir (Can Agca vd., 2020; Masek vd., 2017). Bu etkiden dolay1 cay
katesinleri antioksidan olarak davranirlar (Gramza vd., 2006). ROS'un fenolik bilesikler
tarafindan noétralizasyonunun veya stabilizasyonunun, ya hidroksil gruplarindan
hidrojen atomu transferi ile ya da bir elektronun ROS'a transferi ile gergeklestigi
belirtilmektedir (Kumar & Pandey, 2013; Prasanth vd., 2019; Wojtunik-Kulesza vd.,
2020).

Fenolik bilesiklerin giiclii antiradikal kapasiteye sahip olmasi, esas olarak onlarin
kimyasal yapistyla iliskilidir (Aydin vd., 2015). Ozellikle benzoik halkalarda bulunan
hidroksil gruplarinin sayis1 ve alkil gruplarinin yakinligir bu agidan énem tagimaktadir
(Collin & Crouzet, 2011; Musial vd., 2020). Ornegin, EGCG ve GCG’nin RTA’s1,
EGC, GC, EC ve C'den daha gucludir (Liao vd., 2001). Fourneau vd. (1996) de cay
yapragindaki polifenollerden EGCG’nin RTA’siin diger katesinlerden fazla oldugunu
bildirmistir. Cay yapraginin baslica katesini olan EGCG’nin C ve E vitaminlerinden de
daha etkili bir antioksidan oldugu belirtilmektedir (Reto vd., 2014).

Katesinler, radikal siipiirme etkilerinin yan1 sira, ROS Uretiminden sorumlu pro-oksidan
enzimlerin (ksantin oksidaz ve siklooksijenaz gibi) aktivitesini inhibe etme ve azaltma,
zincir oksidasyon reaksiyonlarini engelleme veya metallerle ¢elat yapma yetenegine de
sahiptir (Mandel vd., 2006; Swarnalatha vd., 2021; Truong & Jeong, 2021). Leung vd.
(2001) tarafindan yapilan ¢alismada, LDL oksidasyonunu en fazla EGCG engellemistir
ve bunu sirastyla ECG, EC ve EGC izlemistir. Benzer sekilde, yesil ¢ayin EGCG ve
EC'nin antioksidan aktivitesi nedeniyle LDL oksidasyonunu engelledigi ve in-vitro
olarak EGCG’nin LDL oksidasyonu (lizerindeki antioksidan aktivitesinin EC'den daha
fazla oldugu belirtilmektedir (Gomikawa & Ishikawa, 2002). Diger taraftan, Z. Q. Liu
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vd. (2000) ise peroksil radikalinin sebep oldugu lipid peroksidasyonunu engelleme
acisindan EC’nin en yiiksek antioksidan aktivite gdsterdigini ve bunu sirasiyla EGCG,

ECG ve EGC’nin takip ettigini belirtmistir.

Flavan-3-ollerin yani sira, yesil c¢aydan elde edilen flavonollar da, antioksidan
kapasiteye sahiptir (Sirichaiwetchakoon vd., 2020). Rha vd. (2019) tarafindan yapilan
calismada yesil caydan elde edilen flavonol glikozid ve flavonol aglikonunun, giiclii
antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve oksidatif stresi azalttigi bildirilmistir.
Aragtiricilar, flavonol aglikonunun radikal suptriict aktivitesinin flavonol glikozide
gore daha yiiksek oldugunu tespit etmistir. Priyandoko vd. (2021), yesil cay
ekstraktinin, flavonollardan yiiksek antioksidan kapasiteye sahip mirisetin ile

karsilastirilabilir diizeyde antioksidan aktivite gosterdigini belirtmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirma materyali

Bu c¢alisma kapsaminda Azaklihoca (Rize) (40° 59' 35,8584" K, 40° 27' 42,8760" D)
bolgesinde yer alan bir ¢ay bahgesinden 2019 ve 2020 yillarinda Mayis, Temmuz ve
Eylul doénemlerinde, iki bucuk yaprak olarak toplanarak bekletilmeksizin gdlgede
kurutulmus taze cay yapraklari kullanilmistir. Yapraklar denemelerde kullanilmadan

once kahve ogiitiicii kullanilarak 6giitiilmiis (Sekil 3.1) ve polietilen posetlerde 4 °C de

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Ogiitiilmiis kuru cay yapragi
3.1.2. EKkipman, kimyasal madde ve diger malzemeler

Bu ¢alismada yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) (Shimadzu, Japonya),
hassas terazi (Mettler Toledo, XS204, ABD), su banyosu (Memmert, Almanya), vorteks
(Heidolph, Almanya), kahve ogiitiicii (Tefal, Turkiye), derin dondurucu (-28 °C, Vestel,
Tiirkiye), buzdolab1 (+4 °C, Grundig, Tiirkiye), mekanik calkalayict (Simsek
Laboratuvar), spektrofotometre (Shimadzu-UV/VIS 1601), nem tayin cihazi (MA150,
Sartorius, Almanya), santrifuj (Nuve, Turkiye) ve pH metre (DocuClip, Sartorius,
Almanya) kullanilmistir. Caligmada kullanilan RP-HPLC kolon (5 pum, 250 x 4,6 mm)
Nova Select’den satin alinmistir. HPLC ile fenolik bilesiklerin analizlerinde kullanilan
C, EC, GC, EGC, EGCG, EGC, Sigma Chemical Company’den (St. Louis, MO, ABD),
kuersetin-3-glukozid (Q3G) Fluka’dan (BioChemica-Fluka Cheme Isvicre), kuersetin-3-
ramnoglukozid (Q3RG) Wako Chem. Co.’dan (Osaka-Japonya) ve kamferol-3-
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ramnoglukozid (K3RG) Chromadex’den (Santa Ana, ABD) satin alinmistir. HPLC
safliginda orto fosforik asit, asetonitril ve polifenol ekstraksiyonu icin kullanilan etanol
Riedel-de Haén’den satin alinmustir. Spektrofotometrik toplam polifenol (TP) analizinde
kullanilan Folin-cioacalteu reaktifi Merck Co.’dan (Darmstadt, Almanya), sodyum
karbonat Carlo Erba’dan (Val de Reuil, Fransa) ve gallik asit Sigma Chemical
Company’den (St. Louis, MO, ABD) satin alinmistir. Spektrofotometrik toplam
flavonoid (TF) analizinde kullanilan sodyum nitrit Carlo Erba’dan (Val de Reuil,
Fransa), aliiminyum kloriir Sigma Chemical Company’den (St. Louis, MO, ABD),
sodyum hidroksit Emsure’den, (Darmstadt, Almanya) ve rutin Acros Organics’den
(Waltham, MA, ABD) satin alinmistir. Spektrofotometrik radikal tutma aktivitesi
(RTA) analizinde kullanilan 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl Sigma Chemical
Company’den (St. Louis, MO, ABD) satin alinmigtir. In-vitro gastrointestinal sindirim
analizi i¢in kullanilan taze safra, pankreatin (porcine pancreas) ve pepsin (porcine
gastric mucosa) Sigma Chemical Company’den (St. Louis, MO, ABD), potasyum
kloriir, sodyum klortir, kalsiyum kloriir dihidrat, hidroklorik asit Isolab’dan (Wertheim,
Almanya), amonyum karbonat, monopotasyum fosfat Honeywell Fluka’dan (Seelze,
Almanya), magnezyum kloriir hekzahidrat Carlo Erba’dan (Val de Reuil, Fransa) ve

sodyum hidroksit Emsure’den (Darmstadt, Almanya) satin alinmistir.

Calismada kullanilan diger sarf malzemeler, mikropipet seti (Transferpette, Brand,
Almanya), 0,45 um’lik membran filtreler, tek kullanimlik spektrofotometre kiivetleri,
elek, vidali kapakli plastik tiipler, plastik deney tiipleri, Whatman No.1 filtre kagidi,

dereceli cam balon jojeler ve diger cam malzemelerdir.

3.2. Yontem
3.2.1. Deneysel tasarim

Cay yapragindan polifenollerin ekstrakte edilmesinde, ekstraksiyon parametrelerinin
(Uriin/Solvent (U/S) orani, ekstraksiyon siiresi ve etanol konsantrasyonu) etkisini
belirlemek amaciyla Yanit-ylizey metodu (RSM) kullanilarak Box-Behnken deneme
deseni (BBDD) ile optimizasyon galismasi yapilmistir. RSM, birden fazla faktoriin
etkisini ve faktorlerin etkilesimlerini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir aractir.

Gilintimiizde, gida bilimi ve teknolojisi alaninda en ¢ok tercih edilen optimizasyon
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tekniklerinden biridir ve bir¢ok ¢alismada (Gunathilake vd., 2019; L. Liu vd., 2018;
Riciputi vd., 2018) cesitli bitkisel kaynaklardan biyoaktif antioksidanlarin ekstrakte
edilmesi amaciyla kullanilmistir. Bu calismada, bagimsiz degiskenler (ekstraksiyon
parametreleri), onceki calismalara (Strati vd., 2018; Y. Zhou vd., 2019) ve 06n
denemelere dayanilarak belirlenmistir. Ikinci dereceden modellemeye izin veren Box-
Behnken deneme deseni Cizelge 3.1°de verilmis olup, lic faktor, li¢ diizey ve iki
tekerriirlii  olarak uygulanmistir. Calismada kullanilan  faktorlerin  diizeyleri
Cizelge 3.2°de verilmistir. Cizelge 3.1°de belirtilen “-1” en az (minimum), “0” orta
(merkez) ve “1” ise, en yiiksek (maksimum) diizeyi ifade etmektedir. Bagimli
degiskenler olan toplam polifenol (TP) miktar1 ve radikal tutma aktivitesini (RTA)
aciklamak i¢in kullanilan ikinci dereceden polinomiyal denklem (1) asagida

verilmektedir.

Y = Bo+prA+P2B+L3C+S21A% 2B+ 2C2+ 1524 B+ 1534 C+B253BC (3.1)

Buradaki Y, tahmin edilen yaniti (bagimli degisken); fo modelin regresyon denklem
sabitini; p1, f2 ve B3 dogrusal etki regresyon katsayilarini; 1%, f2° ve Ss?, Karesel
(kuadratik) etki regresyon katsayisilarint ve S1f52, f153 ve B2Ps, interaksiyon (interaktif)
etki regresyon katsayilarini ifade etmektedir. A, B ve C ise ¢alisilan faktorleri (U/S

orani, ekstraksiyon siiresi ve etanol konsantrasyonu) ifade etmektedir.

Her bir faktoriin yanit (TP ve RTA) iizerine etkisini belirlemek i¢in varyans analizi
(ANOVA) uygulanmigtir. Ayrica, regresyon modelinin uyumunu degerlendirmek igin,
regresyon katsayisi (R?) hesaplanmis ve model uyumsuzlugu [lack of fit (LOF)] testi
uygulanmistir. Bagimsiz degiskenler ile yanit arasindaki iligki tic boyutlu yiizey grafigi
ve kontur (iz diisiim) grafigi ile gosterilmis ve optimum kosullar belirlenmistir. Modele
gore belirlenmis optimum kosullarda ayrica li¢ deneme yapilmis ve optimum kosullar
deneysel olarak da dogrulanmigtir. Veri analizi icin MINITAB 17 (State College, PA)

programi kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. Polifenol ekstraksiyonunda kullanilan ¢ faktorlii Box-Behnken deneme
deseni

Bagimsiz Degiskenler (Faktorler)

Deney sira no

A B C
1 -1 1 0
2 1 1 0
3 0 0 0
4 0 -1 1
5 1 0 1
6 -1 0 1
7 1 0 -1
8 -1 1 0
9 0 1 1
10 0 1 -1
11 1 0 -1
12 0 -1 -1
13 0 1
14 -1 -1
15 1 -1
16 0 -1 -1
17 0 0 0
18 1 -1 0
19 0 1 -1
20 1 1 0
21 -1 0 -1
22 -1 0 1
23 0 0 0
24 0 0 0
25 0 0 0
26 0 0 0
27 0 -1 1
28 1 0 1
29 -1 0 -1
30 -1 -1 0
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Cizelge 3.2. Box-Behnken bagimsiz degiskenler (faktorlerin) diizeyleri

Duzeyler
Bagimsiz degiskenler
Kodlar -1 0 1
U/S oran1 (g/mL) A 1:25 1:50 1:75
Etanol kons. (%) B 60 80 100
Ekstraksiyon suresi (dak) C 20 35 50

3.2.2. Polifenol ekstraksiyonu

Cay yapraklari, mekanik bir calkalayict kullanilarak 580 devir/dak, bilinen bir
konsantrasyonda (B, %) etanol ve etanoliin sulu ¢ozeltileri ile falkon tuplinde ekstrakte
edilmistir. Bitkisel materyallerden polifenolleri ekstrakte etmek i¢in ¢ogunlukla etanol
kullanildigindan (Gunathilake vd., 2019; Zardo vd., 2019) ve g¢evre dostu oldugundan
dolay1, ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak etanol secilmistir. Ekstraksiyon, Cizelge 3.2'de
tanimlanmis olan, bilinen bir U/S oraninda (A, w/v) gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon
sirasinda fenolik bilesiklerin pargalanmasin1  6nlemek amaciyla, falkon tiipleri
aliminyum folyo ile sarilmistir. Ekstraksiyon siiresi (C, dak) tamamlandiktan sonra,
siispansiyon Whatman No.1 filtre kagidindan siiziilmiis ve ekstraktlar analiz edilinceye
kadar -18 ©°C'de muhafaza edilmistir. Ekstraksiyon kosullar1 Cizelge 3.2'de

gosterilmistir.

3.2.3. Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam polifenol (TP) tayini

Orneklerin TP igerigi, asagida verilen FCR ydntemi 1’e gore yapilmis olup, sonuglarin
karsilagtirilmas1 amaciyla asagida verilen diger yontemler (2-5) de kullanilarak TP
analizi gergeklestirilmistir. Bu analiz igin, kor ¢6zelti olarak, ekstrakt yerine saf su
kullanilmistir. Sonuglar, her bir yontem icin stok standart gallik asit ¢ozeltisinin farkl
konsantrasyonlar1 (0-50 ppm; R?=0,99) ile elde edilmis olan kalibrasyon egrisinin
regresyon esitliginden (Cizelge 3.3) yararlanilarak hesaplanmistir ve mg gallik asit

esdegeri (GAE)/g kuru madde (KM) olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 3.3. TP yontemlerine ait regresyon esitlikleri

Yontem Regresyon Esitligi
FCR yontemi 1 y = 0,0116x
FCR yontemi 2 y =0,0157x
FCR yontemi 3 y =0,0087x
FCR yontemi 4 y = 0,0054x
FCR yontemi 5 y =0,0047x

FCR yontemi 1; International Organization for Standardization (2005) yontemine gore,
0,5 mL ekstrakt, 2,5 mL Folin-Ciocalteu (%10’luk, v/v) reaktifi ile karigtirllmistir. 5
dakika sonra bu karisima 2 mL sodyum karbonat ¢ozeltisi (%7,5) ilave edilerek iyice
karistirilmistir. Elde edilen karisim, 60 dakika karanlikta bekletildikten sonra olusan
mavi rengin absorbansi spektrofotometrede (Shimadzu UV-VIS 1208) 765 nm’de kore

kars1 okunmustur.

FCR yontemi 2; Obanda vd.’nin (1997) yontemine gore, 1 mL ekstrakt, 1 mL Folin-
Ciocalteu reaktifi (3 kat su ile seyreltilmis) ile karistirnlmistir. 5 dakika sonra bu
karistma 2 mL doygun sodyum karbonat c¢ozeltisi (%35°lik) ilave edilerek iyice
karistirllmis ve 2 mL su ile 6 mL’ye seyreltilmistir. Elde edilen karisim 30 dakika
karanlikta bekletildikten sonra olusan mavi rengin absorbansi spektrofotometrede

(Shimadzu UV-VIS 1208) 700 nm’de kore kars1 okunmustur.

FCR yontemi 3; Roshanak vd.’nin (2016) yontemine gore, 0,5 mL ekstrakt, 2,5 mL
Folin-Ciocalteu reaktifi (10 kat seyreltilmis) ve 2 mL sodyum karbonat ¢ozeltisi (%7,5)
iyice kanstirilmistir. Karisim 45 °C’de 15 dakika bekletildikten sonra, absorbans
spektrofotometrede (Shimadzu UV-VIS 1208) 700 nm’de kore kars1 okunmustur.

FCR yontemi 4; Barreira vd. nin (2021) yontemine gore, 1 mL Folin—Ciocalteu reaktifi
300 pL ekstrakta ilave edilmistir. Daha sonra, hemen 5 mL sodyum karbonat ¢ozeltisi
(%20) eklenerek iyice karigtirnlmigtir. Karisim 30 dakika karanlikta oda sicakliginda
bekletildikten sonra, absorbans spektrofotometrede (Shimadzu UV-VIS 1208) 735

nm’de kore kars1 okunmustur.
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FCR yontemi 5; Ren vd.’ye (2021) gore, 0,5 mL ekstrakt 0,5 mL Folin-Ciocalteu
reaktifi ile karistirilmistir. 3 mL sodyum karbonat ¢ozeltisi (%10, w/v) ilave edilmistir.
Son hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Renk gelisimi i¢in, oda sicakliginda 30
dakika bekletildikten sonra, 760 nm’de spektrofotometrede (Shimadzu UV-VIS 1208)

absorbans Ol¢ulmustiir.

3.2.4. Toplam flavonoid (TF) tayini

TF miktari, spektrofotometrik yontemle tespit edilmistir (Rodrigues vd., 2016). Bu
amacla, 300 pL ekstrakt, 1800 pL saf su ve 100 pL sodyum nitrit (%5, wiv) ile
karigtirllmistir. Altt dakika oda sicakliginda inkiibe edilen karisim tizerine, 200 uL
%10’luk aliminyum klorir (AICIl3) (metanolde hazirlanmis) ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Alt1 dakika sonra 600 pL sodyum hidroksit (%4, w/v) eklenerek yeniden on bes dak
inkiibe edilmistir. Siire sonunda absorbans degerleri 510 nm’de kore kars1 okunmustur.
Standart olarak rutin kullanilmistir ve farkli konsantrasyonlart (0-1500 ppm;
R?=0,9997) ile standart kurve (y = 0,0009x) elde edilmistir. Sonuglar kurve baz
aliarak hesaplanmis ve rutin esdegeri (RE) olarak mg RE/g KM olarak ifade edilmistir.

3.2.5. DPPH ile radikal tutma aktivitesi (RTA) tayini

Orneklerin RTA, asagida verilen DPPH yontemi 1’e gore yapilmis olup, sonuglarin
karsilastirilmasi amaciyla asagida verilen yontemler (2-5) de kullanilarak RTA
belirlenmistir. Orneklerin RTA, askorbik asit esdegerine doniistiiriilerek, g askorbik asit
esdegeri (AAE)/100 g KM olarak da ifade edilmistir. Bu amagla, ayn1 kosullar altinda
referans antioksidan olarak askorbik asit ¢ozeltisinin 0-150 pg/mL araligindaki farkli

konsantrasyonlari ile bir kalibrasyon egrisi (R?= 0,9975) elde edilmistir.

DPPH yontemi 1; Tiirkmen Erol vd.’nin (2009) yontemine gore, 50 pL ekstrakt,
metanolde hazirlanmis 1950 pL DPPH radikali (6 x10° M) ile karistirilmistir. Kontrol
orneginde, ekstrakt yerine saf su kullanmilmigtir. Reaksiyon karisimi kuvvetlice
karistirildiktan sonra, karanlikta 25 °C’de 60 dakika bekletilmistir. Siirenin bitiminde
karisimin ve kontrol 6rneginin absorbansi, spektrofotometrede 517 nm’de metanole
karst okunmustur. RTA (%), asagidaki esitlikten (Yen & Duh, 1994) yararlanilarak

hesaplanmustir.
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) — bSKontrol'AbSOrngk
RTA (%) = (Fiome e oms o0k )10 (3.2)
Abskontrol: Ornek icermeyen DPPH ¢ozeltisinin absorbansi

Absormek: Ornek iceren DPPH ¢ozeltisinin absorbansi

DPPH yontemi 2; Topuz vd.’nin (2014) yontemine gore, 100 puL ekstrakt, metanolde
taze hazirlanmis 4 mL DPPH ¢ozeltisine (6x10°M) ilave edilmistir. Karisim
kanistirllmis ve oda sicakliginda karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Stirenin bitiminde
karigimin ve kontrol ¢ozeltisinin (ekstrakt yerine ekstraksiyon solventi iceren ¢ozelti)
absorbans1 spektrofotometrede 516 nm’de okunmustur. Orneklerin antioksidan
aktivitesi, DPPH radikalinin inhibisyon yiizdesi (/, %) olarak, asagidaki esitlige gore

hesaplanmustir.

I' (%) — Akontrol'A{)‘rnek) x] 00 (33)

kontrol

Axontrol : Kontrol 6rneginin absorbansi

Asrek : Ekstrakt iceren test 6rneginin absorbansi

DPPH yontemi 3; L. S. Lee vd.’ne (2013) gore, 0,5 mL ekstrakt 2,5 mL 0,12 mM
DPPH cozeltisi ile karistirnlmigtir. Karisim, oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir.
Siirenin sonunda karisimin absorbansi spektrofotometrede 517 nm’de okunmugstur ve

DPPH serbest radikali tutma aktivitesi asagidaki esitlige gore hesaplanmustir.

RTA (%) = 100- 17 nm de ornegin absorbansv)XIOO/ (34)

517 nm'de kériin absorbansi

Kor olarak ornek disinda diger komponentlerin hepsini igeren kontrol c¢ozeltisi

kullanilmistir.

DPPH ydntemi 4; Qu vd.’ne (2020) gore, 1,0 mL ekstrakt, metanolde ¢6ziilmiis 2,0 mL
0,15 mM DPPH ¢ozeltisine ilave edilmistir. Karisim, oda sicakliginda, karanlikta 30
dakika bekletilmistir. Siirenin sonunda karisimin absorbansi spektrofotometrede 517
nm’de okunmustur ve DPPH serbest radikali tutma aktivitesi asagidaki esitlige gore

hesaplanmastir.
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0, — _ ODsrnek
RTA (%) = (1 ek ) 100 (3.5)
ODxontrol :DPPH standart ¢6zeltisinin absorbansi

ODsmek :Ornegin absorbansi

DPPH yontemi 5; Sentkowska ve Pyrzynska’nin (2018) yontemine goére, 0,1 mL
ckstrakt, metanolde taze hazirlanmis 2,4 mL DPPH radikali (9 x10° M) ile
karistirtlmistir. Karisim karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Siirenin bitiminde karigimin
ve DPPH ¢ozeltisinin absorbansi, spektrofotometrede 518 nm’de okunmustur. RTA,
DPPH c¢ozeltisinin rengindeki agilmanin ylizdesi olarak, asagidaki esitlige gore

hesaplanmustir.
[(%) = [A"A—‘;’” x100 (3.6)

Ao: Cay ekstrakti ilave edilmeden 6nce radikalin absorbansi

Azo: Cay ekstrakti ilave edilen DPPH ¢6zeltisinin absorbanst

3.2.6. HPLC ile fenolik bilesiklerin belirlenmesi

Fenolik bilesiklerin analizi i¢in Tiirkmen (2007) tarafindan belirtilen yontem, modifiye
edilerek kullanilmistir. Ekstrakt ornekleri, 0,45 um’lik membran filtreden siiziilmiis ve
filtrat HPLC (Perkin Elmer, Flexar model) kolonuna enjekte edilmistir. Analizde

kullanilmis olan HPLC kosulu ve elusyon programi Cizelge 3.4’de verilmistir.

30



Cizelge 3.4. Fenolik bilesiklerin analizi i¢in HPLC c¢alisma kosullar1 ve elusyon
programi

HPLC ¢alisma kosullar

Sistem : Shimadzu (Prominence serisi)
Yazilim : LCb solution

Kolon : Novaselect (250 x4,6 mm, ID; 5 um; Cis)
Kolon firmi : CTO-10AS VP

Kolon Sicakligi :30°C

Dedektor : Photodiode array (PDA)
Dedeksiyon dalga boylar1 : 270 ve 355 nm

Pompa : LC-20AD

Akis Hizi : 1 mL/dak

Enjeksiyon Miktar1 120 L

Elusyon program

Sure (dak) Solvent A (%) Solvent B (%)
0 92 8

10 89 11

57 79 21

62 20 80

67 92 8

Solvent A: % 0,1°lik (v/v) fosforik asitli su
Solvent B: Asetonitril

Orneklerdeki fenolik bilesiklerin tanimlanmasi, bilesiklerin kolondaki alikonma siiresi,
UV-spektrumlarinin ilgili standart maddelere ait siire ve spektrumlarla karsilastirilmasi
ve standart maddelerin ¢ay ekstraktina ilave edilmesiyle yapilmistir. Fenolik bilesiklere
ait piklerin tanimlanmasi ve miktarlarinin hesaplanmasi bilesiklerin maksimum
absorbans degeri verdigi dalga boyunda gergeklestirilmistir. Bilesiklerin miktarlarinin
tespit edilmesinde bilesiklere ait HPLC kromatogramlarindan elde edilmis integre
alanlar ve standart maddelerin ara stok c¢ozeltileri ile hazirlanmis kalibrasyon

egrilerinden yararlanilmigtir.
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3.2.7. In-vitro gastrointestinal sindirim (biyoerisilebilirlik) tayini

In-vitro gastrointestinal sindirim yontemi, ekstrakt orneklerinin fenolik bilesiklerinin
biyoerisilebilirligini degerlendirmek amaciyla, Minekus vd.’ne (2014) gore, gastrik ve
intestinal sindirim olmak tizere 2 asamada gergeklestirilmistir. Yontem kisaca asagidaki
gibi uygulanmistir:

Gastrik asamasi; 10 mL ekstrakt, 7,5 mL mide sivis1 (Cizelge 3.5), 1,6 mL stok pepsin
¢ozeltisi (mide sivist ile hazirlanmis, 25000 U/mL; pepsinin aktivitesi 3200-4500 U/mg
protein), 5 pupL 0,3 M Kkalsiyum klorir dihidrat (CaCl;), 0,2 mL 1M
hidroklorik asit (HCI) (pH’y1 3’e ayarlamak igin) ve 0,695 uL su ile karistirilmistir.
Elde edilen karisimin enzim aktivitesi 2000 U/mL olmustur. Karisim daha sonra 37
°C’de ¢alkalamali su banyosunda 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Ekstrakt disinda ayni

kimyasallar kullanilarak ayni kosullar altinda kor hazirlanmistir.

Bagwrsak asamasi; 10 mL gastrik kisim, 5,5 mL bagirsak sivist (Cizelge 3.5), 2,5 mL
stok tripsin bazli pankreatin ¢ozeltisi (bagirsak sivisi ile hazirlanmig, 800 U/mL;
pankreatinin aktivitesi 100 USP U/mg protein), 1,25 mL 160 mM safra, 20 pl 0,3 M
CaClz, 0,075 mL 1M sodyum hidroksit (NaOH) (pH’y1 7’ye ayarlamak i¢in) ve
0,655 mL su ile karistinlmigtir. Elde edilen karisimin enzim aktivitesi 100 U/mL
olmustur. Karigim daha sonra 37 °C’de ¢alkalamali su banyosunda 2 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Ekstrakt disinda aynmi kimyasallar kullanilarak ayni kosullar altinda kor

hazirlanmustir.

Son olarak, gastrik ve intestinal sindirim sonrasi karigimlar 12000 x g’de 4 °C’de 10
dakika santriftj edildikten sonra, Whatman No:1 ile filtre edilmis ve TP ve antioksidan

kapasite (AK) analizleri i¢in -18 °C de muhafaza edilmistir.

Her iki asama i¢in (mide ve bagirsak); fenolik bilesiklerin miktar1 spektrofotometre ile

belirlendikten sonra, bilesiklerin Biyoerisilebilirligi (%) asagidaki gibi hesaplanmistir.

sindirilmemi;

Biyoerisilebilirlik (%) = Ksinaiiimis j x100 (3.7)

Ksindiritimis * Mide/bagirsak agamasindan sonraki konsantrasyon (mg)

Ksindiritmemis © Sindirilmemis drnekteki konsantrasyon (mg)
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Cizelge 3.5. Sindirim sivilarinin hazirlanmast*

Mide s1visi Bagirsak
(pH:3) sivisi (pH:7)
Stoktan Stoktan
Stok ¢ozelti  aliman miktar alinan miktar
Bilesen Formul (mol/L) (500mL) (500mL)
Potasyum Klorr KCI 0,5 6,9 6,8
Monopotasym
fosfat KH2PO4 0,5 0,9 0,8
Sodyum
karbonat NaHCOs 1 12,5 42,5
Sodyum klortr NaCl 2 11,87 9,6
Magnezyum
Klorir MgCl2(H20)e 0,15 0,4 1,1
hekzahidrat
Amonyum
karbonat (NH4)2CO3 0,5 0,5 -

*Ttim sindirim sivilar distile su ile 500 mL’ye tamamlanmustir.

3.2.8. Askorbik asit (AA) tayini

Cay yapragindan AA ekstraksiyonu i¢in Karaca ve Velioglu (2020) tarafindan belirtilen

yontem, modifiye edilerek kullanilmistir. Buna gore drneklerden 0,25 g alinarak {izerine

%0,5’lik metafosforik asit (MFA) ¢ozeltisinden 6 mL ilave edilmis, karisim 1 dakika

vortekste tutulduktan sonra kaba filtre kagidindan siiziilmiistiir. Daha sonra elde edilen

ekstraktlar, 0,45 pm membran filtreden gegirildikten sonra HPLC’ye enjekte edilmistir.

Orneklerde AA in tanimlanmasi i¢in en uygun HPLC c¢alisma kosullar1 ve elusyon

programi Cizelge 3.6°da verilmistir.
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Cizelge 3.6. AA analizi i¢in HPLC g¢alisma kosullari ve elusyon programi

HPLC ¢alisma kosullar

Sistem : Shimadzu (Prominence serisi)
Yazilim : LCb solution

Kolon : Novaselect (250x4,6 mm, ID; 5 um; Cis)
Kolon firmni1 : CTO-10AS VP

Kolon Sicakligi :30°C

Dedektor : Photodiode array (PDA)
Dedeksiyon dalga boyu : 242 nm

Pompa : LC-20AD

Akis Hizi : 1 mL/dak

Enjeksiyon Miktar1 120 pL

Elusyon programi

Sure (dak) Solvent A (%) Solvent B (%)
0 95 5

10 75 25

15 95 5

Solvent A: %0,1’lik (v/v) fosforik asitli su
Solvent B: Asetonitril

Orneklerdeki AA’nm tanimlanmasi, bilesigin kolondaki alitkonma siiresi, UV-
spektrumunun standart AA’ya ait siire ve spektrumla karsilastirilmast ve standart
AA’nin cay ekstraktina ilave edilmesiyle yapilmistir. AA’ya ait pikin tanimlanmasi ve
miktarinin hesaplanmasi bilesigin maksimum absorbans degeri verdigi 242 nm dalga
boyunda gergeklestirilmistir. Miktar tespit edilmesinde AA’ya ait HPLC
kromatogramlarindan elde edilmis integre alanlar ve standart AA’nin ara stok ¢ozeltileri

ile hazirlanmis kalibrasyon egrilerinden yararlanilmistir.

3.2.9. istatistiksel analiz

Istatistik analizleri SPSS (SPSS statistics 23, IBM. 2015) programi ile
gergeklestirilmistir. Sonuglar, 3 tekrarli 6lgiimlerin ortalamasi + standart sapma olarak

verilmistir. Elde edilen verilere, tek yonli ANOVA kullanilarak varyans analizi
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uygulanmistir. Ortalamalar arasindaki énemli farkliliklar, Duncan ¢oklu karsilastirmali

testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Cay Yapragindan Polifenollerin Ekstraksiyonuna ait Model Analizi

Cay yapragindan, sulu etanol ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ekstraktlara ait deneysel
ve kullanilan modele gore tahmin edilen TP ve RTA degerleri Cizelge 4.1°de
verilmistir. Etanol, ucuz olmasi, toksik olmamasi ve cevreye dost solvent olmasi
(Amado vd., 2014; Gunathilake vd., 2019; Sablania vd., 2019) gibi avantajlar1 nedeniyle
ekstraksiyon solventi olarak secilmistir. Cizelge 4.1 incelendiginde, cay yapragi
ekstraktlarinda deneysel olarak belirlenen TP ve RTA’nin sirasiyla 46,81-95,97 mg
GAE/g KM ve 8,12-20,84 g AAE/100 g KM arasinda degistigi goriillmektedir.

Cay yaprag ekstraktlarinin TP ve RTA i¢in yapilan varyans analizi (ANOVA), modelin
yiiksek determinasyon Kkatsayilart (R?) ile olduk¢a ©6nemli (p<0,05) oldugunu
gostermistir (Cizelge 4.2). Bu sonug, ekstraktlarmn TP (R? = 93,44) ve RTA (R? = 95,45)
icin elde edilen deneysel ve tahmini veriler arasinda yiliksek korelasyon oldugunu
gostermektedir  (Sekil 4.1). Cizelge 4.2 incelendiginde, elde edilen modelin
uygunlugunu 6lgen, model uyumsuzlugu (lack of fit) 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur. Bu
durum, modelin bagimsiz degiskenlerin (ekstraksiyon parametrelerinin) incelenen
araliklarindaki herhangi bir kombinasyonunda ¢ay yapragindan elde edilen ekstraktlarin

TP ve RTA’n1 tahmin etmek i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.

4.2. Ekstraksiyon Parametrelerinin Cay Yaprag Ekstraktinin TP ve RTA Uzerine
Etkisi

Varyans analizi sonuglarina gore, ekstraksiyon parametrelerinin her iki yanit lizerine
lineer etkisinin 6nemli oldugu gozlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.2). Ancak sadece,
siirenin RTA {izerine lineer etkisi 6nemli bulunmamistir. Bu durum, TP ve RTA’nin
ekstraksiyon parametrelerinden oldukca fazla etkilendigini géstermektedir. Siire harig,
U/S oran1 ve etanol konsantrasyonunun karesel terimlerinin TP ve RTA’nin her ikisi
lizerine onemli bir etkiye sahip oldugu gdzlenmistir (p<0,05). Interaksiyon terimleri
acisindan ise sadece U/S oran1 x etanol konsantrasyonu etkilesimi TP ve RTA’y1 onemli

Olctide etkilemistir (p<0,05).
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Cizelge 4.1. Box-Behnken deney tasarimina gore elde edilen TP ve RTA degerleri

Deney no. Bagimsiz degisken Bagimh degisken
TP (mg GAE/g KM) RTA (g AAE/100 g KM)
A B C Deneysel Tahmini Deneysel Tahmini
1 -1 1 0 62,33 58,77 11,60 11,88
2 1 0 81,61 81,45 14,00 13,89
3 0 0 0 86,85 88,08 20,84 19,44
4 -1 1 67,85 62,66 12,69 12,03
5 1 0 1 88,07 88,67 19,12 19,55
6 -1 0 1 76,30 77,65 15,64 15,64
7 1 0 -1 89,71 87,07 18,68 18,33
8 -1 1 0 62,68 58,77 12,26 11,88
9 0 1 75,85 77,96 12,69 14,35
10 0 1 -1 75,90 77,60 13,17 13,37
11 1 0 -1 86,58 87,07 18,22 18,33
12 0 -1 -1 55,94 53,38 11,73 11,61
13 0 1 1 74,82 77,96 16,13 14,35
14 -1 -1 0 47,59 47,45 8,63 8,46
15 1 -1 0 50,85 53,25 13,09 13,22
16 0 -1 -1 56,08 53,38 11,37 11,61
17 0 0 0 95,71 88,08 18,13 19,44
18 1 -1 0 48,21 53,25 13,24 13,22
19 0 1 -1 76,61 77,60 13,16 13,37
20 1 1 0 81,83 81,45 13,94 13,89
21 -1 0 -1 68,30 69,61 15,29 15,47
22 -1 0 1 76,85 77,65 15,41 15,64
23 0 0 0 85,78 88,08 20,71 19,44
24 0 0 0 86,89 88,08 19,25 19,44
25 0 0 0 95,97 88,08 20,00 19,44
26 0 0 0 77,27 88,08 17,68 19,44
27 0 -1 1 60,14 62,66 11,77 12,03
28 1 0 1 94,02 88,67 19,68 19,55
29 -1 0 -1 66,16 69,61 15,93 15,47
30 -1 -1 0 46,81 47,45 8,12 8,46
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Sekil 4.1. Cay yapragt ekstraktinin TP (A) ve RTA (B) i¢in tahmini ve deneysel
degerlerin karsilastirilmasi

Cizelge 4.2. Etanol ekstraktlarinin TP ve RTA i¢in Yanit-Y(izey Metoduna ait varyans
analizi

Varyasyon kaynaklar SD® KTP KO°¢ F degeri p degeri
Model 9 6021,81 669,09 31,64 0,000
Dogrusal 3 2466,21 822,07 38,87 0,000
U/S orani 1 810,12 810,12 38,31 0,000
Konsantrasyon 1 1562,89 1562,89 73,90 0,000
Sire 1 93,19 93,19 4,41 0,049
Karesel 3 3352,58 1117,53 52,84 0,000
U/S oram*U/S orani 1 414,88 414,88 19,62 0,000
Kons.*Kons. 1 3056,67 3056,67 144,53 0,000
TP  Slre*Sure 1 0,20 0,20 0,01 0,923
1nteraksiy0n 3 203,02 67,67 3,20 0,045
U/S orani*Konsantrasyon 1 142,59 142,59 6,74 0,017
U/S oram*Siire 1 20,78 20,78 0,98 0,333
Konsantrasyon*Siire 1 39,64 39,64 1,87 0,186
Artik 20 422,98 21,15
Model uyumsuzlugu 3 117,91 39,30 2,19 0,127
Hata 17 305,07 17,95
Toplam 29 644479

R2=93,44  Diizeltilmis-R?> = 90,48  Tahmini-R? = 87,47
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Cizelge 4.2. Etanol ekstraktlarmin TP ve RTA i¢in Yanit-Yiizey Metoduna ait varyans
analizi (devam)

Varyasyon kaynaklar SD® KTP KO°¢ F degeri p degeri
Model 9 343,459 38,162 46,59 0,000
Dogrusal 3 64,441 21,480 26,22 0,000
U/S orani 1 45,857 45,857 55,98 0,000
Konsantrasyon 1 16,645 16,645 20,32 0,000
Sire 1 1,939 1,939 2,37 0,140
Karesel 3 274,536 91,512 111,72 0,000
U/S oran1*U/S orani 1 18,504 18,504 22,59 0,000
Kons.*Kons. 1 265,152 265,152 323,69 0,000
RTA  Sdre*Sire 1 2,709 2,709 3,31 0,084
interaksiyon 3 4,482 1,494 1,82 0,175
U/S orani*Konsantrasyon 1 3,785 3,785 4,62 0,044
U/S oranr*Siire 1 0,539 0,539 0,66 0,427
Konsantrasyon*Sure 1 0,158 0,158 0,19 0,665
Artik 20 16,383 0,819
Model uyumsuzlugu 3 0,363 0,121 0,13 0,942
Hata 17 16,020 0,942
Toplam 29 359,842

R2=95,45 Diizeltilmis-R2=93,40 Tahmini-R? = 91,07

a: Serbestlik derecesi b: Kareler toplami c: Kareler ortalamasi*: p<0,05.

Kullanilan faktor diizeyleri ile yanitlar arasindaki iliskiyi gosteren ve regresyon analizi

sonucu elde edilen model esitlikleri asagida verilmistir.

TP = 88,08+7,12A+9,88B+2,41C-7,50A2-20,35B2+0,17C?+4,22AB-1,61AC-2,23BC
(4.1)

RTA = 19,435+1,693A+1,020B+0,348C-1,583A2-5,992B2-0,606C2-0,688AB+0,260AC
+0,140BC (4.2)

Esitlikteki (2 ve 3) negatif degerler, faktorlerdeki artiga karsilik yanitlardaki azalma

egilimini gosterirken, pozitif degerler artma egilimini gostermektedir (Barizdo vd.,
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2013). Esitliklerden goriildiigii iizere, TP ve RTA degerlerinde U/S orani, etanol
konsantrasyonu ve ekstraksiyon siiresindeki artisa bagli olarak f1, f2 ve 3 terimleri
nedeniyle artig tespit edilmistir. S6z konusu bagimsiz degiskenlerin karesel ve

interaksiyon terimleri icin de pozitif ve negatif degerlerin oldugu gézlenmistir.

Yapilan varyans analizi sonucuna gore bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliski
onemli bulundugundan, ekstraksiyon parametrelerinin TP ve RTA degerlerini nasil
etkiledigini belirlemek amaciyla {i¢ boyutlu yanit yiizey ve iz diisim grafikleri
cizilmistir (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3). Grafikler cizilirken, ekstraksiyon parametrelerinden
biri merkez seviyede sabit tutulurken, diger ikisi deneme aralig1 igerisinde
degistirilmistir. Sekil 4.2 a, b ve Sekil 4.3 e, f’de goriildiigii gibi TP ve RTA degerleri,
etanol konsantrasyonu %100 (kod = +1) den %80’e (kod = 0) dogru diiserken artmuistir.
Ancak, %60’a (kod = -1) dogru azalma egilimi gdostermistir. Bu sonugla uyumlu olarak
C. H. Lee vd. (2016), soya fasulyesinden ii¢ farkli konsantrasyonda etanol ¢ozeltisi ile
elde edilen ekstraktlarin TP igerigi, etanol konsantrasyonu %50 den %75’e ¢iktiginda
artis gosterirken, %95’lik etanol kullanildiginda azalma egilimi gostermistir. Benzer
sekilde Y. Zhou vd. (2019), etanol konsantrasyonu %20 den %60’a dogru arttik¢a
antioksidan polifenollerin konsantrasyonunun arttigini, %60’in lizerinde azaldigini
tespit etmislerdir. Arastiricilar bu durumun farkli etanol konsantrasyonlarinin
polaritelerindeki farkliliktan kaynaklandigin belirtmislerdir. Etanol
konsantrasyonundaki degisiklik bilesiklerin ¢oziiniirliiklerini degistirmesinin yani sira
solventin fiziksel 6zelliklerini (yogunluk, dinamik viskozite ve dielektrik sabiti gibi) de
degistirdiginden bu durum fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu etkilemektedir (Zardo
vd., 2019). Etanol konsantrasyonunun polifenollerin ekstraksiyonunu etkiledigi Riciputi

vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada da bildirilmistir.

Ekstraksiyon parametrelerinden U/S orani, TP ve RTA’ n1 énemli diizeyde etkilemistir
(p<0,05). Sekil 4.2 a, d ve Sekil 4.3 a, d’de goriildiigii gibi, TP ve RTA, U/S oram
1/25’ten (kod = -1), 1/50’ye (kod = 0) dogru artis gostermis ve merkez nokta ile 1/75
orani (kod = +1) arasinda en yiliksek TP ve RTA degerleri elde edilmistir. Benzer
sekilde, Y. Zhou vd. (2019) tarafindan fasulye kabugundan polifenollerin
ekstraksiyonunu gerceklestirdikleri calismalarinda, U/S oranm1 1/10°dan 1/25’e arttikca
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antioksidan aktivite artmis ve 1/25 ile 1/40 orani arasinda maksimum diizeye ulasmaistir.

Arastiricilar 1/29,3 oranini optimal nokta olarak belirlemislerdir.

Etanol konsantrasyonunun U/S orani ile etkilesiminin TP ve RTA (izerine onemli etki
(p<0,05) yaptig1 gozlenmistir (Sekil 4.2 a, b ve Sekil 4.3 a, b). Y. Zhou vd. (2019) da,
kirmiz1 kuru fasulyeden elde ettikleri ekstraktin, antioksidan aktivesi i¢in benzer sonucu
bulmustur. U/S orani, merkez noktadan (kod = 0) maksimum noktaya (kod = +1)
yaklagirken, etanol konsantrasyonunun maksimum (kod = +1) veya minumum (kod = -
1) noktadan, merkez noktaya (kod = 0) dogru yaklastiginda TP ve RTA degerlerinin

arttig1 gozlenmistir.

41



(@) (b) 10 e
< 50
m 50 - 60
L
_ 0,5 = S0 - 90
95 g m %
S 2 Hold Values
-i s % 00 Siire 0
¥ 65
E -0,5
50
4
/S oram
1,0
d ™
© @
] 70 - 75
05 R
> W S0 - S5
M ss-%0
. O w0
o 901 g
#] ° 0,0 Hold Values
o .: Etanol kons. 0
Y
G 8o )
| 25
& 70
-1,0
Siire
1,0
(e) ® *~ ™
60
M 60 - 70
W 70 - S0
W S0 - %0
90 ] = -
L]
g E Hold Values
w80 — S oram 0
- (-]
3 2
© 7 =
8 1
P 607
a1 ok
- " -1,0 —
0 —~y St 10 03 0,0 05 10
Etanol kons= 1 ! .
) Siire

Sekil 4.2. U/S orani, etanol konsantrasyonu ve siireye bagl olarak TP’deki degisimi
gosteren yanit yiizey (a, ¢ ve e) ve iz diisiim (b, d ve f) grafikleri (U/S oram 1/50 (e ve
f), etanol konsantrasyonu %80 (c ve d) ve ekstraksiyon siresi 35 dak (a ve b) olarak
sabitlenmistir)
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Sekil 4.3. U/S orani, etanol konsantrasyonu ve siireye bagl olarak RTA’deki degisimi
gosteren yanit yiizey (a, ¢ ve e) ve iz diisiim (b, d ve f) grafikleri (U/S oran1 1/50 (e ve
f), etanol konsantrasyonu %80 (c ve d) ve ekstraksiyon siiresi 35 dak (a ve b) olarak

sabitlenmistir)
4.3. Optimizasyon Kosullari

Calisma bulgulari, taze cay yapragindan ekstrakte edilen polifenol miktarinin yiiksek
olmasi igin faktor diizeyleri arasinda belli bir dengenin olmasi gerektigini gostermistir.
Bu nedenle Box-Behnken tasarimi ile optimizasyon yapilarak, polifenol miktarinin

maksimum olabilmesi i¢in en uygun faktor diizeyleri belirlenmistir. Optimizasyon
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sonucu, en yiiksek TP degeri elde edilebilmesi i¢in U/S oranimin 1/60,86, etanol
konsantrasyonunun %84,65 ve ekstraksiyon suresinin 50 dakika olmasi gerektigi
belirlenmistir. Bu kosullar uygulanarak yapilacak ekstraksiyon sonucunda, hedeflenen
tahmini TP miktarimin 92,74 mg GAE/g KM olacagi tespit edilmistir. Bu sonucun
saglanip saglanamadigint kontrol etmek yani modelin gecerliligini analiz etmek
amaciyla optimum olarak belirlenen kosullarda yapilan 3 tekrarli ekstraksiyon
sonucunda TP miktar1 95,79 mg GAE/g KM olarak bulunmustur. Bu sonug, deneysel
TP miktarinin optimizasyon sonucunda olmasi gereken tahmini TP miktar1 ile oldukca

uyumlu oldugunu gostermistir.

Literatiirde, farkli kaynaklardan polifenollerin ekstraksiyonunun optimizasyonu ile ilgili
birgok calisma mevcuttur. Bununla birlikte, bu ¢aligmadaki optimum ekstraksiyon
kosullarini, ekstraksiyon yOntemini optimize etmek i¢in ayn1 bagimsiz degiskenlerin
kullanildigi onceki sinirh ¢aligmalardan (Strati vd., 2018; Y. Zhou vd., 2019) elde
edilenlerle karsilagtirmak olduk¢a zordur. Bunun baslica nedenleri, uygulanan

ekstraksiyon yontemlerinin ve arastirma materyallerinin farkli olmasidir.

4.4. Farkh Donemlerde Toplanmms Taze Cay Yapragmin TP, RTA, TF ve AA
Miktarlan

Taze c¢ay yapragi Orneklerinden elde edilen ekstraktlara ait TP, RTA, AA ve TF
degerleri Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.3. 2019 ve 2020 yilinda farkli donemlerde toplanmis taze cay yapraginin TP
(mg GAE/g KM), RTA (g AAE/ 100 g KM), AA (mg/100 g KM) ve TF (mg RE/g KM)
degerleri

DoOnem
Mayis Temmuz Eylul
TP 83,72 + 0,02%" 79,16 + 0,532 94,74 + 2,59°
RTA 15,59 + 0,37° 14,09 + 0,172 17,45 + 0,15°
2019 AA 41,92 £0,29° 36,46 + 0,34° 33,54 £ 0,392
TF 69,79 + 1,182 67,81 + 2,972 73,28 + 0,432
TP 74,10 £ 1,722 92,21 + 0,60° 108,19 + 1,24°
RTA 12,70 + 0,132 17,30 + 0,50° 21,80 + 0,46°
2020 AA 33,99 +£0,372 38,55+ 0,28" 34,26 £ 0,222
TF 63,69 + 1,59? 64,23 + 0,41° 91,16 + 4,66°

*Ayni satirdaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 4.4. Farkli y1l ve hasat doneminde toplanmis taze ¢ay yapragmin TP (A), RTA
(B), AA (C) ve TF (D) grafikleri

TP; taze cay yapragi oOrneklerinden optimum kosullarda ekstraksiyon yapilmis ve
International Organization for Standardization’a (2005) (FCR yontemi 1) gore TP
analizi gerceklestirilmistir. Ekstraktlarin TP igerigi, hasat yil1 ve donemine bagli olarak

onemli oranda degismistir (74,10-108,19 mg GAE/g KM ) (Cizelge 4.3).

Roshanak vd. (2016), hasat sonrasi, 1 dak siire ile 90 °C’de hasladiktan sonra farkli
kurutma yontemleri uygulayarak kuruttuklar taze ¢ay yapragindan, %80 metanol ile
yapilan ekstraksiyon sonrast TP miktarini, 109,85 mg GAE/g KA (golgede kurutma) ile
143,09 mg GAE/g KA (dondurarak kurutma) arasinda tespit etmistir. Erturk vd. (2010)
ise ii¢ farkli donemde hasat edilmis, yedi farkli klona ait taze ¢ay yapraginin sicak hava
ile (45 °C’de, 36 saat) kurutulduktan sonra, metanol ile elde edilen ekstraktlarinda 33,00
mg GAE/g KA ile 291,18 mg GAE/g KA diizeyinde TP saptamistir. Bu c¢aligma
kapsaminda, golgede kurutulmus taze yapraklarda tespit edilen TP igerigi, arastiricilarin
bulduklar1 sonug ile uyum gostermistir. Diger taraftan, Somsong vd. (2020), dogrudan

dondurarak kurutulmus taze ¢ay yapragindan, %25 etanol ile elde ettikleri ekstraktta, bu
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calismadan elde edilen sonuca gore daha fazla, 379,01 mg GAE/g KA dizeyinde TP
tespit etmistir. Sonuglar arasindaki farklilik, ekstraksiyon kosullarinin farkliligindan ve

cay yapraklarinin farkli klonlara ait olmasindan kaynaklanabilmektedir.

Bu caligsma ile elde edilen TP sonuglari, polifenollerce zengin olarak bilinen yesil caymn
TP degerleriyle de karsilastirilmistir. Buna gore, daha once yapilan bazi ¢alismalarda,
yesil cayin su ekstraktlarinda, 88-173 mg GAE/g KA (Donlao & Ogawa, 2018), 116,30
mg GAE/g KA (Park vd., 2009), 66,91-139,24 mg GAE/g (Guo vd., 2016) ve 1345,41-
1765,12 mg/L (76,88-100,86 mg GAE/g KA’ya karsilik gelmektedir) (Jakubczyk vd.,
2020) ve etanol (%80) ekstraktinda 45,7 mg GAE/g KA (Cho vd., 2014) dlizeyinde TP
oldugu belirtilmistir. Bu sonuglar, taze ¢ay yapraginin, yesil caya gore islem gérmemis
olmasi nedeniyle, daha ekonomik bir polifenol kaynagi olarak degerlendirilebilecegini

gostermektedir.

Hasat yil1 ve doneminin ¢ay yapragimin TP miktar1 lizerine etkisi incelendiginde, 2020
yilina ait yapraklarin TP igerigi genellikle daha yiliksek bulunmustur. Hasat donemi,
yapraklarin TP igerigini 6nemli 6l¢iide etkilemistir (p<<0,05). En fazla TP, her iki y1l i¢in
de Eyliil ayinda toplanan yapraklarda tespit edilmistir. Benzer sekilde, Erturk vd. (2010)
da ilk hasat donemi olan Mayistan, tigiincii ve son hasat donemi olan Eyliile dogru taze
cay yapraklarinin TP igeriginde artis gozlemlemislerdir. Arastiricilar, bu duruma
Rize’nin Eyliil ayinda daha fazla glines almasinin ve bu ayda gece ve giindiiz sicaklik
farkinin yiiksekligi ve yagislarin diizensizliginden kaynaklanan stres kosullarin sebep
olabilecegini belirtmiglerdir. Dai vd. (2015) ise farkli donemlerde toplanan g¢ay
yapraklarindan iiretilen yesil caymn fenolik bilesiklerinin, doneme gore farkliliklar
gosterdigini  bildirmislerdir. Y. Chen vd. (2010), farkli yiiksekliklerde ve farkli
mevsimlerde toplanan ¢ay yapraklarindan oolong cay elde ettikleri ¢aligmalarinda, algak
bolgelerden sonbaharda toplanan yapraklar kullanildiginda, oolong ¢ayin 6nemli kalite
parametrelerinden olan toplam katesinlerin, ilkbahara gore daha fazla oldugunu

saptamigslardir.

RTA; taze ¢ay yapraklarindan optimum kosullarda yapilan ekstraksiyon sonucunda,
elde edilen ekstraktlarin RTA degerleri, hasat yili ve donemine bagli olarak 12,70 ile
21,80 g AAE/100 g KM arasinda degiskenlik gostermistir (Cizelge 4.3). Taze cay
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yapraginin antioksidan aktivitesine iligkin literatiirde az sayida ¢aligmaya rastlanmis
olup, bu caligmalarda ayni antioksidan yontemi farkli modifikasyonlarla uygulanmis,
farkli standart maddeler kullanilmis ve sonuglar farkli birimler tizerinden ifade
edilmistir. Bu durum, bu c¢alismadan elde edilen sonuglarin literatiir degerleriyle
karsilastirilmasini  zorlagtirmaktadir. Ancak, diger taraftan yesil cayin antioksidan
aktivitesi tizerine daha once yapilan galismalarla karsilastirildiginda; o6rnegin, Ramirez-
Aristizabal vd.'nin (2017) yesil c¢aym farkli sicakliktaki su ekstraktlarinda, bu
calismanin sonuglarindan daha diisiik antioksidan aktivite (22,36-110,01 mg trolox
esdegeri (TE)/g cay) tespit ettikleri sdylenebilmektedir.

RTA degeri, en fazla 2020 yilinin Eyliil doneminde toplanmis ¢ay yapraginda bulunmus
olup, sonuglar TP miktarlar1 ile paralellik gostermistir. Bu durum, antioksidan aktiviteye
sahip oldugu bilinen polifenollerin, en fazla Eyliil donemine ait yaprakta tespit edilmesi
ile agiklanabilmektedir. Nitekim daha 6nce yapilan birgok ¢alismada (Figueroa vd.,
2016; Lutz vd., 2015), bitkisel materyallerin toplam fenolik madde igerigi ile
antioksidan aktiviteleri arasinda kuvvetli bir iliski oldugu saptanmistir. Erturk vd.
(2010) da, bu galismanin sonucu ile uyumlu olarak, Eyliil donemi hasat edilen taze ¢ay
yapraklarinin, Mayis ve Temmuza gore en yiiksek antioksidan aktivite icerdigini
belirtmislerdir. Ancak, bu ¢alismanin sonucundan farkli olarak, Topuz vd. (2014),
Mayis ve Temmuz ayinda hasat edilen ¢ay yapraklarindan, 120 °C’de 90 s siire ile
buhar uygulamasi, sogutma ve 95 °C’de kurutma uygulayarak elde ettikleri yesil ¢ay
tozunda, antioksidan aktivite acisindan bir farklilik olmadigimmi saptamislardir. Bu
durum, ¢ay yapraklarmin ekstraksiyonunda kullanilan solventin farkli olmasi ve
dolayisiyla farkli polariteye sahip antioksidan bilesiklerin aktivitelerinin farkl
olmasindan kaynaklanabilmektedir. Clnkl antioksidan aktivite antioksidan bilesiklerin
sadece miktari ile iliskili olmayip ayn1 zamanda onlarin kimyasal yapisi ve birbirleriyle

olan etkilesimleri ile de iligkilidir (L. S. Lee vd., 2013).

TF; Cizelge 4.3’de goriildiigii gibi, ¢ay yapraklarmin TF miktari, 63,69 ile 91,16 mg
RE/g KM olarak hasat yili ve donemine gore degisiklik gostermistir. Bu sonuglar,
yaprak oOrneklerinin TF miktarinin, TP miktarindan daha diisik oldugunu
gostermektedir. Roshanak vd. (2016), hasat sonrasi, gélgede kurutma da dahil farkli

kurutma yontemleri uygulayarak kuruttuklar taze cay yapragindan, %80 metanol ile
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yapilan ekstraksiyon sonrasi TF miktarini, 14,30 (mikrodalga ile kurutma) ile 38,18 mg
kuersetin esdegeri/g KA (100 °C’de sicak hava ile kurutma) arasinda, tespit etmistir.
Aragtiricilarin buldugu bu sonuglar, bu calismadan elde edilen TF degerlerinden diistik
olmasma ragmen, bu sonuclarin aymi arastirmada belirtilen TP degerlerinden diisiik
olmasi, bu c¢alismanin sonuglariyla uyum saglamaktadir. Benzer sekilde, yesil ¢ayin
etanol (%80) ekstraktinda ve farkli sicakliktaki su ekstraktlarinda sirasiyla 34,3 mg
katesin esdegeri (CE)/g c¢ay (Cho vd., 2014) ve 2,67-8,41 mg CE/g cay (Ramirez-
Aristizabal vd., 2017) diizeyinde, ayn1 ¢aylarin TP miktarlarindan daha az miktarlarda
TF tespit edilmistir.

Hasat donemi agisindan, TF icerigi, TP ve RTA sonuglar ile paralellik gostermis olup,
en fazla her iki yila ait Eyliil doneminde toplanmis ¢ay yapraklarinda saptanmistir. Bu
durumun, TP boliimiinde bahsedildigi gibi, Eyliil ayina ait meteorolojik parametrelerden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ayrica, 2020 yili Eyliil donemi yapraklarinin TF

iceriginin, 2019 yil1 Eyliil donemine gore daha fazla oldugu gézlenmistir.

AA; taze cay yapraginin, esas olarak polifenollerce zengin olmasina ragmen, vitamin ve
mineraller agisindan da onemli bir kaynak oldugu belirtilmektedir (Roshanak vd.,
2016). AA, hem antioksidan aktiviteye (Park vd., 2009) sahip olmasi hem de ¢ay
yapraginin fenolik bilesikleri arasinda yer alan rutin ile dolasim sistemi iizerine sinerjik
etkiye sahip olmast (Jakubczyk vd., 2020) nedeniyle ¢ay yapraginin oOnemli
bilesenlerinden biridir. Ancak, ¢ay yapragmin caya islenmesi sirasinda, lretilen ¢ay
cesidine gore degisen oranlarda parcalandigi hatta siyah caydaki miktarinin, tespit

edilemeyecek diizeye diistiigii belirtilmektedir (S. D. Lin vd., 2014).
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Yaprak orneklerinin AA miktart HPLC analizi (Sekil 4.5) ile belirlenmis olup, hasat y1l1
ve donemine bagli olarak 33,54-41,92 mg/100 g KM arasinda degiskenlik gostermistir
(Cizelge 4.3). Hasat sonrasi, farkli yontemlerle kurutulan taze cay yapraginda bu
calismadan elde edilen sonuglardan daha diisiik miktarda AA (10,00-16,36 mg/100 g
KM) tespit edilmistir (Roshanak vd., 2016). Diger taraftan, Jakubczyk vd. (2020),
matcha ¢aymin su ekstraktlarinda daha yiiksek, 32,12-44,80 mg/L (183,54-256,00
mg/100 g KA’ya karsilik gelmektedir), AA saptamistir. Sonuglar arasinda goriilen bu
farkliliklar, yaprak ¢esidi, analiz 6ncesi uygulanan ekstraksiyon yontemi ve analizin
geceklestirildigi  yontemin (spektrofotometrik ya da kromatografik gibi) farkh
olmasindan  kaynaklanabilmektedir. ~ Ornegin;  spektrofotometrik ~ yontemin
hassasiyetinin, HPLC ydnteminden daha az olmasi, sonucun oldugundan daha yiiksek
c¢ikmasina neden olmaktadir. Ayrica, AA’nin, nemli ve oksijenli ortamlarda kolaylikla
okside olmasi (Zhao vd., 2012) nedeniyle, yapragin maruz kaldig1 kosullara bagli olarak
analiz Oncesinde ve sirasinda degisen oranlarda parcgalanabilecegi diisiiniilmektedir.
Nitekim Das ve Eun, (2018), caydan AA ekstraksiyonu sirasinda, ekstraksiyon sure ve

sicakligindaki artisla AA’nin azaldigin belirtmistir.

Cay yapragmin AA igerigi lizerine, hasat yilinin ve doneminin etkisi olmamasina
ragmen (Cizelge 4.3), 2019 yili i¢in en yiiksek AA icerigi Mayis donemi yapraginda

2020 y1l1 i¢in de Temmuz dénemi ¢aylarda gézlenmistir.
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4.5. Taze Cay Yapragimin Bireysel Fenolik Bilesikleri

Cay yapragi orneklerinin TP analizi sonucunda en yiiksek TP igerdigi tespit edilen 2020
yilinin Eylil donemine ait cay yapraginda bireysel fenolik bilesikleri belirlemek
amaciyla HPLC analizi gerceklestirilmistir (Sekil 4.6). Analiz sonucunda cay
yapraginda fenolik asitlerden gallik asit (GA), katesinleri (flavan-3-ollar1) olusturan
bilesiklerden EGC, EGCG ve ECG ve flavonol glikozidlerden Q3RG, Q3G ve K3RG

tanimlanarak miktarlar belirlenmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.7).

Cay yapraginda diger fenolik bilesiklere gore en az diizeyde, GA (0,15 mg/g KM) tespit
edilmistir. Diger taraftan, Jiang vd. (2019), taze ¢ay yapraginda bu g¢alismadan elde
edilen GA miktarmin yarist kadar GA saptamistir. GA’nin antioksidan aktivitesinin
yiiksek ve viicuda alindiginda diger polifenollere gbére daha iyi absorbe oldugu

belirtilmektedir (Vella vd., 2019).

Cay yapraginda katesinlerden en fazla EGCG tespit edilmis olup, onu sirasiyla EGC ve
ECG izlemistir (Cizelge 4.4). Bu siralama, ¢ayda katesinlerin belirlenmesi tizerine, daha
once yapilan ¢alismalar (Green vd., 2007; Rusak vd., 2008) ile uyum saglamistir. Y. L.
Lin vd. (1996), mikrodalga firinda (110 V/60 Hz’de 1,5 dak) polifenol oksidaz (PPO)
enzimini inaktive ettikten sonra, kurutulmus (105 °C de 2 saat) taze ¢ay yapraginda ve
Gadkari vd. (2015), -20 °C’de dondurulmus taze ¢ay yapraginda katesinlerden en fazla
EGCQG tespit etmislerdir. Benzer sekilde, Jiang vd. (2019), -80 °C’de muhafaza ettikleri
taze cay yapraginda ve bundan elde ettikleri farkli caylarda katesinlerden en fazla
EGCG tespit etmistir. Aragtiricilarin yaptiklart ¢calismada, EGCG igerigi agisindan taze
cay yapragl (30,9 mg/g) birinci sirada yer alirken bunu sirasiyla yesil ¢ay, sar ¢ay,
beyaz c¢ay, oolong cay ve siyah cay izlemistir. EGCG, saglik etkisi agisindan tiim
katesinler iginde en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip katesin olmasi (Dufresne &
Farnworth, 2001; Higdon & Frei, 2003; Stewart vd., 2005) nedeniyle, ¢ay Urlnlerinde
genellikle kalite indikator( olarak kabul edilmektedir (L. S. Lee vd., 2013).

Cay yapraginda flavonol glikozitlerden en fazla K3RG tespit edilmis olup, onu sirastyla
Q3RG ve Q3G izlemistir (Cizelge 4.4). Cay yapraginin flavonol glikozitleri tizerine
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamakla beraber Somsong vd. (2020), taze cay

yapraginda flavonol aglikon olarak sirasiyla en fazla kuersetin daha sonra kamferol ve
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mirisetin tespit etmistir. Sonuclar arasindaki farklilik, cesit, bolge, toprak bilesimi ve
iklimin farkli olmasindan kaynaklanabilmektedir. Ayrica, Veljkovi¢ vd. (2013), yesil
cayin su ekstraktinda, bu ¢alismadan elde edilen degerden daha diisiik diizeyde (1,091
g/kg) rutin tespit etmislerdir.

AT
135 ] 3T (100

120 3
110

1o

.1{:.'3. — .1%.{; — .l!’::.{l. T .3:_:-':]. — .-I.{Il.{l — I_E‘_{llnldj

Lk
304
451
4.0
334
3.0
159
1107

154

199

25 Jl " |rﬂwwwu“\,
=0 Lol ] 1= pLoli] =0

L

Sekil 4.6. Cay yapragmin fenolik bilesiklerine ait HPLC kromatogramlari. Pikler: 1,
GA,; 2, EGC,; 3, EGCG; 4, ECG,; 5, Q3RG (rutin); 6, Q3G; 7, K3RG

Cizelge 4.4°de goriildiigii gibi ¢ay yapraginin fenolik bilesikleri, referans olarak
piyasadan temin edilen yesil ¢ay Ornekleri ile karsilastirmali olarak verilmistir. Buna

gore, toplam bireysel fenolik bilesik miktarinin en fazla ¢ay yapraginda tespit edilmis
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olmasi, ¢ay yapraginin yesil caya islenmeden zengin bir fenolik bilesik kaynagi olarak

degerlendirilebilecegini gostermesi agisindan oldukga anlamlidir.

Cizelge 4.4. 2020 yilinin Eyliill ayinda toplanmis taze ¢ay yapragi ve yesil caylarin
bireysel fenolik bilesik miktarlar1 (mg/g KM)

Fenolik bilesik Taze cay yapragi Yesil cay 1 Yesil cay 2
GA 0,15+0,01 1,12 + 0,66 0,33+0,01
EGC 17,47 + 1,39 8,27+ 0,10 25,41 +1,22
EGCG 57,52+ 0,43 14,14 + 0,92 46,94 +£ 2,70
ECG 8,67 +0,76 1,48 £ 0,07 3,73+0,01
Q3RG 2,76 +0,18 2,44 + 0,22 2,68 +0,12
Q3G 0,19+0,01 0,10+0,01 0,08 £0,01
K3RG 3,29+ 0,08 2,41+0,04 3,12 + 0,06
Toplam 90,05 29,96 82,29
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Sekil 4.7. 2020 y1l1 Eyliil ayinda toplanmis taze ¢ay yapragi ile yesil caylarin bireysel
fenolik bilesik miktarlarinin karsilastirilmasi
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4.6. Taze Cay Yapraginin TP ve RTA’nin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemlerin

Farkh Modifikasyonlarimin Karsilastirilmasi

FCR yontemi, basitligi, herhangi bir ekipman1 gerektirmemesi ve tekrarlanabilirliginin
iyi olmasi nedeniyle biyolojik materyallerde TP analizi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (L. Y. Chen vd., 2015). Benzer sekilde, DPPH yontemi de basit, hizli,
radikal stabilitesi yiiksek ve ekonomik olmasi gibi nedenlerle gidalardaki kimyasallarin
antioksidan aktivitesini degerlendirmek igin siklikla kullanilmaktadir (X. Chen vd.,
2020; Marinova & Batchvarov, 2011). Ancak bu yontemlerin uygulanisina yonelik,
literatiirde ¢ok fazla sayida modifikasyona rastlanmaktadir. Bu durum, yapilan
calismalarin  sonuglarinin  karsilastirilmasin1  zorlastirmaktadir. Bu nedenle, bu
calismada, ayn1 6rnege her iki yontemin bes farkli modifikasyonu uygulanmis ve elde

edilen sonuclarin, farklilik diizeyi belirlenmistir.

Cay yapragina FCR’nin farkli modifikasyonlarinin uygulanmasi sonucunda, TP miktari
108,19-158,00 mg GAE/g KM arasinda degisiklik gostermistir (Cizelge 4.5
ve Sekil 4.8). Bu durum, reaksiyon ortamini olusturan kimyasal ve FC ayiracinin
siralamasinin, konsantrasyonunun ve inkiibasyon siire ve sicakliginin TP sonucunu
etkileyen 6nemli faktorler (Cicco vd., 2009) olmasi nedeniyle, uygulanan yonteme bagl
olarak reaksiyon kosullarinin farkli olmasindan kaynaklanabilmektedir. Diger taraftan,
FCR yoOnteminin yukarida bahsedilen avantajlarinin yani sira fenolik bilesiklere
spesifitesinin zayif olmasi gibi bir dezavantaji vardir. Soyle ki, FC ayirac1 sadece
fenollerle reaksiyona girmeyip, fenolik madde olmayan ve gidalarda siklikla bulunan
organik asit, seker, protein, demir iyonu ve siilfit gibi diger indirgen oOzellikteki
bilesiklerle de reaksiyona girebilmektedir (Bouayed vd., 2012; Magalhées vd., 2010).
Bu durum, analiz edilen materyalde TP degerinin ger¢ekte olmasi gereken degerden
daha yiiksekmis gibi sonuclanmasina neden olmaktadir. Biitiin bu nedenlerden dolayz,
bes farkli yontemin uygulanmasi sonucu elde edilen TP sonuglari, HPLC y&nteminin
daha hassas olmasi nedeniyle, Cizelge 4.5’de goriilen ayn1 6rnege ait HPLC sonucu ile
karsilagtirilmistir. HPLC ile ¢ay yapraginda tespit edilen fenolik bilesiklerin toplam
miktar1 90,05 mg/g KM olup, spektrofotometrik olarak bulunan TP sonuglarindan daha
diistiktiir. Bu sonug daha 6nceki ¢alismalarin (Park vd., 2009; Veljkovi¢ vd., 2013)

sonuglartyla uyum saglamistir. HPLC ile bulunan bu sonuca spektrofotometrik olarak
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en yakin sonucu veren FCR yontemi 1 oldugundan bu yontemin daha giivenilir oldugu
diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu c¢alisma kapsaminda, Orneklerin TP miktarlarin

belirlemek i¢in kullanilmistir.

Cizelge 4.5. 2020 yilinin Eyliil ayinda toplanmis taze ¢ay yapragmin TP ve RTA’sinin
belirlenmesinde farkli yontemlerin karsilagtirilmasi

FCR yontemi TP (mg GAE/g KM) DPPH yontemi RTA (%engelleme)

1 108,19 + 1,24 1 82,63 + 1,74
2 142,55 + 1,87° 2 74,33 +1,16°
3 147,17 + 3,26% 3 95,55 + 0,05°
4 126,13 + 5,01° 4 96,33 £ 0,19°
5 158,00 * 1,45¢ 5 84,80 +0,81°

*: Ayni siitundaki kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 4.8. Farkli FCR (A) ve DPPH (B) yontemlerinin karsilastiriimasi

Cay yapragina DPPH yonteminin farkli modifikasyonlarinin uygulanmas1 sonucunda,
RTA degeri %74,33-96,33 arasinda degisiklik gostermistir. Bu durum, TP i¢in
uygulanan FCR yo6ntemlerinde oldugu gibi, uygulanan yonteme bagh olarak reaksiyon
kosullarinin farkli olmasindan kaynaklanabilmektedir. Marinova ve Batchvarov (2011),
DPPH yonteminin, farkli solvent, radikal cozeltisi/ekstrakt orani, radikal c¢ozeltisi
konsantrasyonu, siire ve dalga boyu kullanimi gibi farkli kosullarda uygulandigini ve

solvent ile radikal ¢ozeltisi/ekstrakt oraninin, yontemin dogrulugu iizerine 6nemli etkisi
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oldugunu bildirmistir. Bu c¢alisma kapsaminda, yaprak ekstraktinda antioksidan
aktiviteyi belirlemek igin, daha once yapilan ¢aligmalarda (Tlrkmen Erol vd., 2009;
Turkmen vd., 2006) TP miktar1 ile uyumlu sonu¢ vermesi nedeniyle DPPH yontemi 1

kullanilmustir.

4.7. In-vitro Sindirimin Taze Cay Yapragmin TP ve RTA Uzerine EtkKisi

2020 yili Eylil dénemine ait cay yapragi ekstraktinin, baslangic ve sindirim
sonrasindaki TP ve RTA degerleri Cizelge 4.6 ve Sekil 4.9°da verilmistir. Goriildigi
gibi, TP ve RTA degerleri, sindirim sonrasinda benzer bir egilim gostermis olup, her
ikisi de baglangic degerlerine gore, dnemli diizeyde azalmistir (p<0,05) (Cizelge 4.6).
TP ve RTA degerlerinde en fazla diisiis, intestinal asamada tespit edilmistir. Bu durum,
intestinal sindirim sirasindaki alkali ortamdan dolay1, polifenollerin stabilitesinin daha
diisiik olmasiyla iligkilendirilmektedir (Fawole & Opara, 2016). Polifenollerin sindirim
sirasindaki azalmasinda; 1) polifenollerin, farkli kimyasal ozellikleri olan farkli
formlara donlismesi, 2) kalinti ¢dziinmiis oksijen, yliksek pH veya reaktif oksijen
tirlerinin varliginda goriilen epimerizasyon ve otooksidasyon ve 3) polifenollerin
gidanin yapisindaki diger bilesiklerle olan etkilesiminin rolii oldugu belirtilmektedir

(Donlao & Ogawa, 2018; Laib vd., 2021).

Cizelge 4.6. Taze gay yapraginin TP (mg GAE/g KM), RTA (g AAE/ 100g KM) ve TP
biyoerisilebilirligi (%)

Sindirim Asamasi

Baslangic Gastrik Intestinal
TP 108,19 + 1,24% 64,29 +1,81° 50,40 + 1,992
RTA 21,80 + 0,45° 8,92 +0,18" 4,60 + 0,100°
TP biyoerisilebilirlizi 100,00 + 0,00° 59,67 +1,02° 48,98 + 0,407

*: Ayni satirdaki kiiglik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 4.9. Taze ¢ay yapraginin in-vitro sindirimine ait TP (A), RTA (B) ve TP
biyoerisilebilirligi (C) grafikleri

Taze cay yapragi polifenollerinin ve antioksidan aktivitesinin sindirim sonrasi degigimi
tizerine herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu konuda yapilan sinirh ¢alismalar,
yesil ¢ay polifenollerinin degisimi iizerine yogunlagmistir. Rodrigues Silva vd. (2021)
ile Shu vd. (2019), yesil cay polifenollerinin biyoerisilebilirligini, bu ¢aligmadan elde
edilen sonuca (%48,98) gore daha diisiik, sirasiyla %25,9 ve %9,69-15,57 olarak tespit
etmiglerdir. Diger taraftan, Donlao ve Ogawa (2018), yesil c¢aymn farkl
inflizyonlarindaki polifenollerin ¢ogunun gastrik ve intestinal sindirim asamasinda
stabil oldugunu ve en fazla %6,12 oraninda bir azalma gortildiigiinii ancak antioksidan
aktivitenin daha fazla etkilenerek, en fazla %25,7 oraninda azalma goriildigiini
bildirmislerdir. Green vd.'ne (2007) gore, gastrik ve intestinal sindirim sonrasinda, yesil
cayin su ekstraktindaki toplam katesinlerde, en fazla EGC ve EGCG’de olmak Uzere,
yaklasik %80,4 oraninda azalma goriilmiistiir. Arastiricilar, en fazla azalmanin intestinal

asamada oldugunu belirtmislerdir.

TP ve dolayisiyla antioksidan aktivitenin, gastrointestinal sindirim sonrasinda azalmasi,
daha once farkli gidalarla yapilan ¢alismalarda da ortaya konmustur. Bouayed vd.
(2012), ortalama 44,42 mg/100 g taze agirlik diizeyinde TP igeren dort farkli elma
cesidinin gastrik agama sonrast TP igeriginin 35,95 mg/100 g taze agirlik, pankreatik
asama sonras1 ise 21,84 mg/100 g taze agirlik diizeyine diistiigiinii belirtmislerdir.

Benzer sekilde, on farkli ceviz ¢esidinin TP ve RTA degerleri in-vitro sindirim
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sonrasinda, baslangic degerlerine gore sirasiyla ortalama %74,1 ve %77 oraninda
azalmistir (Figueroa vd., 2016). Ancak, bu sonuglardan farkli olarak, S. Wang vd.
(2017), in-vitro sindirimin tiziim posasinin TP ve RTA iizerine etkisini inceledikleri
caligmalarinda, gastrik asama sonrasinda, bu degerlerin sindirim 6ncesi degerlerine gore
degismedigini, intestinal asama sonrasinda ise azaldigini bildirmistir. Nar {riinleri ve
atiklari ile yapilan bir ¢alismanin sonucuna gore de, baslangig TP ve RTA degerleri in-
vitro sindirim sonrasinda, arastirmada kullanilan materyale ve ekstraksiyon ¢ozeltisine
gore farkli egilimler gostermistir. Her iki asama sonunda TP miktarlarinda, hem azalma
hem artis goriilirken, RTA degerlerinde, gastrik asama sonunda azalma, intestinal
asama sonunda ise artig gozlenmistir (Fawole & Opara, 2016). Sonuglar arasindaki bu
farkliliklarin, materyallerdeki polifenollerin stabilitelerinin ve in-vitro sindirim

kosullariin farkli olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

57



5. SONUG

Bu calismada, taze ¢ay yapraginin biyoaktif bilesikleri lizerine hasat yili ve doneminin
etkisi belirlenmistir. Cay yapraklarindan, Yanit Yzey Yontemi kullanilarak belirlenen
optimum kosullarda yapilmis polifenol ekstraksiyonu sonucunda, 2020 yilinin Eylil
ayinda toplanmis yapraklarin TP, RTA ve TF igerigi daha yiliksek bulunmustur. Bu
yapraklarin fenolik bilesik olarak en fazla EGCG icerdigi tespit edilmistir. Cay
yapraklarinda bulunan diger bir biyoaktif bilesik olan AA’nin miktar1 da hasat yili ve
donemine gore degiskenlik gostermistir. Orneklerin TP ve RTA’nin belirlenmesinde,
aynt zamanda literatiirde en ¢ok kullanilan FCR ve DPPH yontemlerinin farkli
modifikasyonlart da karsilastirilmistir. Yontemler arasinda istatistiksel olarak Onemli
farkliliklar gozlenmistir (p<0,05). Cay yapragmnin, TP ve RTA degerleri, in-vitro
sindirim sonrasinda, en fazla intestinal asamada olmak tizere 6nemli oranda azalmistir
(p<0,05). Bu calisma, uygun dénemde toplanan cay yapraginin, yesil ¢aya islemeden
sadece golgede kurutulmasiyla énemli bir polifenol kaynagi olarak kullanilabilecegini

gostermistir.
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