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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

FARKLI HASAT DÖNEMİNDE TOPLANMIŞ TAZE ÇAY YAPRAĞININ 

BİYOAKTİF BİLEŞİKLERİNİN OPTİMİZE EDİLEREK BELİRLENMESİ VE İN-

VİTRO BİYOERİŞİLEBİLİRLİĞİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Hind CHEBBI 

 

Bursa Uludağ Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Gıda Mühendisliği Anabilim Dalı 

 

Danışman: Doç. Dr. Nihal TÜRKMEN EROL 

 

Bu çalışmada, farklı hasat yılı ve döneminin taze çay yaprağının toplam polifenol (TP), 

radikal tutma aktivitesi (RTA), toplam flavonoid (TF) ve askorbik asit (AA) içeriğine 

etkisi incelenmiştir. Taze çay yaprağından polifenollerin ekstraksiyonu yanıt yüzey 

yöntemi (RSM) kullanılarak optimize edilmiştir. Optimizasyon sonucunda en yüksek 

TP değeri elde edilebilmesi için optimum koşullar olarak, ürün/solvent (Ü/S) oranının 

1/60,86, etanol konsantrasyonunun %84,65 ve ekstraksiyon süresinin 50 dak olması 

gerektiği belirlenmiştir. Çay yapraklarından polifenollerin optimum koşullarda yapılan 

ekstraksiyonu sonucunda, 2020 yılının Eylül ayında toplanmış yaprakların TP, RTA ve 

TF içeriği daha yüksek bulunmuştur. Ayrıca, 2020 yılının Eylül ayında toplanmış 

yaprakların bireysel fenolik bileşikleri yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) 

ile analiz edilmiş olup, en fazla epigallokateşin gallat (EGCG) (57,52 mg/g kuru madde 

(KM)) tespit edilmiştir. Aynı örneklerin in-vitro sindirim sonrasında, TP ve RTA 

değerleri, en fazla intestinal aşamada olmak üzere önemli oranda azalmıştır (p<0,05). 

Bununla birlikte, polifenollerin biyoerişilebilirliği %48,98 olarak belirlenmiştir. İki yıl 

farklı dönemlerde toplanmış yaprakların HPLC ile AA analizi sonucunda, en yüksek 

AA içeriği, 2019 yılı için Mayıs dönemi yaprağında (41,92 mg/100 g KM), 2020 yılı 

için de Temmuz dönemi yaprağında (38,55 mg/100 g KM) gözlenmiştir. Bu çalışmada 

ayrıca, örneklerin TP içeriği ve RTA için kullanılan spektrofotometrik yöntemler, bu 

yöntemlerin literatürde en çok kullanılan modifikasyonları ile karşılaştırılmıştır. TP ve 

RTA açısından, yöntemler arasında önemli farklılıklar saptanmıştır. Spektrofotometrik 

olarak elde edilen TP sonuçları, HPLC ile elde edilen sonuçlarla karşılaştırılmış ve 

uygulanan beş farklı yöntemden sadece birinin (FCR yöntemi 1) en iyi uyumu sağladığı 

ve bu nedenle en fazla güvenilirliğe sahip olduğu sonucuna varılmıştır.  

 

Anahtar Kelimeler: Biyoaktif bileşik, biyoerişilebilirlik, hasat dönemi, HPLC, RSM, 

taze çay yaprağı  

 

2022, ix + 78 sayfa.  

 

 

 

 



ii 

 

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 Uludağ University  

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Food Engineering 

 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nihal TÜRKMEN 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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SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ 

 

Simgeler                    Açıklama 

 

w/v             Ağırlık/hacim 

Cu             Bakır 

Zn             Çinko 

dak             Dakika  

Fe             Demir 

U/ml             Enzim aktivitesi  

g             Gram  

v/v             Hacim/hacim 

Hz             Hertz 

İ             İnhibisyon  

Kons.             Konsantrasyon 

L             Litre  

m             Metre  

µL             Mikrolitre  

µm             Mikrometre  

µM             Mikromol  

mg             Miligram  

mL             Mililitre  

mM             Milimol  

M             Molar 

USP U/mg            Pankreatin aktivitesi  

ppm             Parts per million  

s             Saniye  

°C             Santigrat derece  

cm             Santimetre  

V             Volt  

%             Yüzde 

 

 

Kısaltmalar            Açıklama 

 

AlCl3             Alüminyum klorür 

AK             Antioksidan kapasite 

AA             Askorbik asit 

AAE             Askorbik asit eşdeğeri 

BBDD             Box-Behnken deneme deseni  

BHA             Bütillendirilmiş hidroksianisol 

BHT             Bütillendirilmiş hidroksitoluen 

DPPH             2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl  

DW             Dry weight  

LDL             Düşük yoğunluklu lipoprotein  

EGC             Epigallokateşin  

EGCG             Epigallokateşin gallat  

EC             Epikateşin  
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ECG             Epikateşin gallat 

FCR             Folin-ciocalteu reaktifi  

GA             Gallik asit 

GAE             Gallik asit eşdeğeri  

GC             Gallokateşin  

GCG             Gallokateşin gallat  

HCl             Hidroklorik asit   

Ca             Kalsiyum  

CaCl2             Kalsiyum klorür dihidrat 

K3RG             Kamferol-3-ramnoglukozid  

C             Kateşin  

CE             Kateşin eşdeğeri  

Q3G             Kuersetin-3-glukozid 

Q3RG             Kuersetin-3-ramnoglukozid (rutin)  

KA             Kuru ağırlık  

KM             Kuru madde  

LOF             Lack of fit  

Mg             Magnezyum  

Mn             Manganez  

MFA             Metafosforik asit  

PPO             Polifenol oksidaz  

RTA             Radikal tutma aktivitesi 

RNS             Reaktif azot türleri  

ROS             Reaktif oksijen türleri  

R2             Regresyon katsayısı  

RE             Rutin eşdeğeri  

T-f             Serbest teaflavin  

NaOH             Sodyum hidroksit  

Na2CO3            Sodyum karbonat  

T33’DG            Teaflavin-3-3’-digallat  

T3G             Teaflavin-3-gallat  

T3’G             Teaflavin-3’-gallat  

TF             Toplam flavonoid 

TP             Toplam polifenol  

TE             Trolox eşdeğeri  

Ü/S             Ürün/solvent  

RSM             Yanıt-yüzey metodu  

HPLC             Yüksek performanslı sıvı kromatografisi  
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1. GİRİŞ 

 

Antioksidanlar, reaktif oksijen türlerinin (ROS) insan vücuduna verdiği zararlara karşı 

koruyucu etkiye sahip bileşiklerdir. Son zamanlarda doğal antioksidanlar, güvenli 

olması ve toksisite problemlerine yol açmaması nedeniyle sentetik antioksidanlara göre 

daha fazla ilgi görmektedir. Bitkilerde bulunan biyoaktif bileşiklerden fenolik maddeler, 

en önemli antioksidanlar olarak düşünülmektedir (Z. M. Chen & Lin, 2015). Çay çok 

önemli bir fenolik madde kaynağıdır ve çayda bulunan polifenollerin Bütillendirilmiş 

hidroksianisol (BHA), Bütillendirilmiş hidroksitoluen (BHT) ve DL-alfa-tokoferol gibi 

sentetik antioksidanlardan daha kuvvetli antioksidan aktiviteye sahip olduğu 

belirtilmektedir. Yapılan çalışmalar çayın aynı zamanda, önemli biyoaktif bileşiklerden 

olan askorbik asidi (AA) de içerdiğini göstermiştir (Jakubczyk vd., 2020). AA, çayda 

bulunan fenolik bileşiklerden rutin ile sinerjik etkisinden dolayı oksidatif strese karşı 

vücudu koruyucu ve dolaşım sistemini destekleyici etkiye sahiptir (Jakubczyk vd., 

2020; Kochman vd., 2020). 

 

Günümüz tüketicilerinin tazesine yakın, daha doğal, daha az yapay katkı içeren, 

güvenilirliği yüksek ve raf ömrü uzun gıda tüketmek istemesi, gıda üreticilerini doğal ya 

da daha az işlem gerektiren muhafaza yöntemlerini kullanmaya yöneltmiştir. Yapay 

antioksidanların ve antimikrobiyallerin kullanımı, immün sistemi baskılaması ve alerjik 

reaksiyonlara yol açması gibi yan etkilerinden dolayı giderek azalmıştır. Son yıllarda 

yapılan çalışmalar (Albuquerque vd., 2020; Martillanes vd., 2017; Shahidi & 

Ambigaipalan, 2015; Tungmunnithum vd., 2018; Yu vd., 2021) birçok bitkisel 

materyalin fenolik bileşik gibi faydalı bileşenleri fazla miktarda içerdiğini ve bunların 

antioksidan, antimutagenik, antikarsinojenik ve antibakteriyal aktivite gibi çok sayıda 

farmakolojik özelliklerinin olduğunu ortaya koymuştur. Bu nedenle gıdaların raf 

ömrünü uzatmak ve kalitesini iyileştirmek amacıyla doğal bitki ekstraktlarının sentetik 

katkı maddelerine alternatif olarak kullanımı gitgide artış göstermektedir. Çay 

yaprağının çok önemli bir polifenol kaynağı olması nedeniyle, özellikle yeşil çaydan 

elde edilen polifenollerin gıdalarda doğrudan ya da ekstrakt olarak kullanılabileceği 

birçok çalışma ile gösterilmiştir (Gramza-Michałowska vd., 2016; C. W. Han vd., 2020; 

Rashidinejad vd., 2016). 
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Biyolojik materyallerin toplam polifenol analizi için çoğunlukla spektrofotometrik 

Folin-ciocalteu reaktifi (FCR) yöntemi kullanılmaktadır. Farklı laboratuvarlarda yaygın 

olarak kullanılan bu yöntemin detayları önemli ölçüde farklılık göstermektedir ve bu 

durumun, benzer araştırma sonuçlarının karşılaştırılması durumunda sonuçların 

güvenilirliği konusunda şüphe duyulmasına neden olacağı belirtilmektedir (Cicco vd., 

2009). Polifenollerin radikal tutma aktivitesini (RTA) analiz etmek için yaygın olarak 

kullanılan yöntemlerden biri de 2, 2, diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) yöntemidir. 

Bu yöntem, gıdaların antioksidan aktivitesini ölçmek amacıyla kullanılan en stabil 

serbest radikallerden biri olan DPPH’ın indirgenmesine dayanan hızlı, kolay ve ucuz bir 

yöntemdir (Ahmad vd., 2018). Antioksidan kapasitenin farklı standart çözeltiler (AA, 

trolox, BHA ve BHT gibi) ve farklı eşitlikler kullanılarak hesaplanması (Marinova & 

Batchvarov, 2011) da yöntemin doğruluğunu etkileyen faktörlerdendir. 

 

Çayın polifenol içeriği, çeşit, mevsim, iklim, olgunlaşma derecesi, işleme yöntemi gibi 

faktörlere bağlı olarak farklılık göstermektedir (Aherne & O’Brien, 2002). Örneğin; 

fermentasyon, çay yaprağının başlıca polifenolleri olan kateşinlerin miktarında 

azalmaya neden olur. Bu yüzden yeşil çay, oolong ve siyah çaydan oldukça fazla 

miktarda kateşin içerir. Diğer taraftan, yeşil çay üretimi için taze toplanmış çay 

yapraklarına kateşinlerin oksidasyonundan sorumlu enzimleri inaktif hale getirmek için 

buhar verme işlemi uygulanır (Donlao & Ogawa, 2018). Ancak, bu uygulama dahi, 

yüksek sıcaklıklarda stabilitelerinin düşük olması nedeniyle kateşinlerde parçalanmaya 

neden olur (Somsong vd., 2020). Dolayısıyla, polifenol kaynağı olarak yeşil çay yerine, 

doğrudan taze çay yaprağını kullanmak çok daha anlamlıdır. Literatürde, farklı çay 

çeşitlerinin, özellikle de yeşil çayın polifenolleri üzerine çok fazla sayıda çalışma (Y. 

Chen vd., 2010; Dai vd., 2015; Gramza-Michałowska vd., 2016; C. W. Han vd., 2020; 

Rashidinejad vd., 2016) mevcut olmasına rağmen, taze çay yaprağı polifenollerine 

yönelik sınırlı sayıda çalışmaya rastlanmıştır. Daha da ötesi, taze çay yaprağı ile ilgili 

olarak, polifenollerin ekstraksiyonunun optimizasyonu, polifenollerin 

biyoerişilebilirliği, TP ve RTA’yı belirlemek için kullanılan yöntemlerin 

karşılaştırılması ve biyoaktif bileşenlerinin mevsimsel değişimine ilişkin kapsamlı bir 

çalışmaya da rastlanmamıştır. Yapılan bu araştırma ile 2 farklı yıl (2019 ve 2020) 

içinde, üç farklı dönemde (Mayıs, Temmuz ve Eylül) hasat edilerek gölgede kurutulmuş 

taze çay yaprağından solvent (etil alkol) ekstraksiyonu yapılmış olup, ekstraksiyon 
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koşulları yanıt yüzey yöntemi (RSM) ile Box-Behnken Deseni (BBDD) kullanılarak 

optimize edilmiştir. Elde edilen ekstraktın toplam polifenol (TP), toplam flavonoid (TF) 

ve AA içerikleri ile RTA’sı tespit edilerek hasat döneminin söz konusu parametreler 

üzerine etkisi belirlenmiştir. En fazla TP ve RTA’nın tespit edildiği hasat dönemine ait 

çay yaprağına farklı FCR ve DPPH yöntemleri de uygulanarak yöntemler arasındaki 

farklılıklar belirlenmiştir. Aynı örneğin Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi 

(HPLC) ile bireysel fenolik bileşiklerinin analizi gerçekleştirilmiş olup, elde edilen 

sonuçlar farklı spektrofotometrik FCR yöntemlerine ait sonuçlarla karşılaştırılmıştır. 

Ayrıca söz konusu örneğin polifenollerinin in-vitro gastrointestinal sindiriminin 

(biyoerişilebilirlik) de belirlenmesiyle bu konudaki literatür eksikliğinin giderilmesi 

amaçlanmıştır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 

2.1. Çay Bitkisi ve Botanik Özellikleri 

 

Çay tadı, aroması ve sağlık üzerine olumlu etkilerinden dolayı dünyadaki en popüler 

içeceklerden biridir (Chaudhuri vd., 2000; Khokhar & Magnusdottir, 2002) ve dünyada 

ve Türkiye’de sudan sonra en çok tüketilen ikinci içecektir (Fisunoğlu & Besler, 2008; 

Sari, 2010). Çay, Theaceae familyasından çiçekli bir bitki cinsi olan Camellia sinensis'e 

ait yaprak ve sürgünler kullanılarak üretilmektedir (Murray & Nowicki, 2020). Dünyada 

Çin, Sri Lanka, Japonya ve Tayvan başta olmak üzere, yaklaşık olarak 50 ülkede çay 

yetiştiriciliği yapılmaktadır (Cooper vd., 2005; Wambulwa vd., 2021). Türkiye’de ise 

çay üretimi Gürcistan sınırı batısından Fatsa’ya kadar olan Doğu Karadeniz Bölgesinde 

gerçekleştirilmektedir (Polat vd., 2020; Sari, 2010). Dünya çay üretimi 2020 yılında 

6,29 milyon tona ulaşmıştır. Başlıca çay üreten ve ihraç eden ülkeler: Hindistan, Çin, 

Sri Lanka, Arjantin ve Kenya’dır. Bazı ülkeler siyah çay üretiminde daha ön 

plandayken, bazı ülkelerde ise tercihen yeşil çay üretilmektedir (Intergovernmental 

Group on Tea, 2022).  

 

Çay, yılın dört mevsimi yağış alan ve nemli iklim bölgelerinde yetişen kısa boylu bir 

bitkidir (Alikılıç, 2016). Çizelge 2.1’de çay bitkisinin botanik sınıflandırılması 

gösterilmektedir. Camellia sinensis bitkisinin birkaç çeşidi mevcut olup, ticari çaylar 

esas olarak iki çeşitten üretilmektedir. Birincisi, Camellia sinensis var. sinensis veya 

Çin çay ağacıdır. Çin ve Japonya'da yetiştirilmektedir. Koyu yeşil renkli, küçük, sert, 

donuk yapraklara sahiptir. Camellia sinensis var. sinensis daha çok yeşil çay üretiminde 

kullanılmaktadır. İkinci çeşit Camellia sinensis var. assamica veya Assam çay ağacıdır. 

Hindistan, Sri Lanka, Endonezya ve Afrika'da yetiştirilmektedir. Bu tür ise, yumuşak, 

büyük, parlak, açık yeşil yapraklara sahip olup siyah çay üretimi için kullanılmaktadır 

(Hilal, 2017; Preedy, 2012; Rawal vd., 2021; Sirisa-Ard vd., 2017; Unachukwu vd., 

2010). 
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Çizelge 2.1. Çay bitkisinin botanik sınıflandırılması (Agarwal vd., 2017) 

 

Üst alem Plantae 

Alem  Tracheobionta  

Bölüm  Spermatophyte 

Altbölüm  Magnoliophyta  

Sınıf  Magnoliopsida  

Altsınıf  Dillenidea  

Takım  Theales 

Familya  Theaceae  

Cins  Camellia L. 

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

 

Çay bitkisi, yaprakları dökülmeyen dallı bir çalıdır (Q. Zhang vd., 2020). Özel 

amaçlarla yetiştirildiğinde, yapraklarının toplanmasını ve sürgün oluşumunu 

kolaylaştırmak için yaklaşık 1,20-1,50 metre yükseklikte tutulmaktadır (Bandara, 2012). 

Ancak bitki, doğal ortamda yetiştiğinde 5 ile 15 m yüksekliğe ulaşabilmektedir 

(Mahmood vd., 2010). Yuvarlak, kahverengi ve yağlı 1-4 adet tohum içermektedir 

(Shrivastava vd., 2018; Yurteri vd., 2019). Camellia sinensis bitkisinin yaprakları tek 

sıralı ve parlak koyu yeşil renkte olup, 5-14 cm uzunluğunda ve 2-5 cm genişliğindedir 

(Agarwal vd., 2017; Shrivastava vd., 2018). Genç yapraklar yaprağını dökmeyen, 

yumuşak ve tüylüdür. Yaşlı yapraklar ise tüysüz olup uzun, eliptik bir şekle sahiptir. En 

iyi çaylar dalların ucundaki genç yapraklardan elde edilmektedir (Singh vd., 2014). Bu 

nedenle, genellikle genç sürgünlerin ucunda gelişen tepe sürgünü ile bu sürgünün 

altındaki birinci ve ikinci yapraklar işlenmek üzere hasat edilmektedir (Sari, 2010) 

(Şekil 2.1).  
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Şekil 2.1. Camellia sinensis bitkisi (Namita vd., 2012; Preedy, 2012) 

 

2.2. Çay Çeşitleri 

 

Ticari çaylar, üretim yöntemine göre genellikle fermente olmayan yeşil çay, kısmen ya 

da yarı fermente oolong çay ve tamamen fermente siyah çay olmak üzere 3 ana gruba 

ayrılmaktadır (Elmas & Gezer, 2019; Wheeler & Wheeler, 2004) (Şekil 2.2). Dünya 

genelinde, en fazla siyah çay (%76-78) üretilirken, bunu yeşil çay (%20-22) ve oolong 

çay (%2) takip etmektedir (Vastrad vd., 2021). Doğu ülkelerinde genellikle yeşil ve 

oolong çaylar daha çok tercih edilirken, Batı ülkelerinde siyah çay tercih edilmektedir 

(J. K. Lin & Lin-Shiau, 2006; H. Zhang vd., 2019). 

 

Yapraklar 

Sürgün 
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Şekil 2.2. Farklı çay çeşitlerinin üretim aşamaları (Salman & Özdemir, 2018; Y. Wang 

vd., 2019) 

 

2.2.1. Yeşil çay 

 

Yeşil çay, bitkinin genç sürgünlerinden tepe sürgünü ve onu takip eden iki yaprak esas 

alınarak hasat edilen yapraklar kullanılarak, diğer çay çeşitlerine uygulanan kıvırma, 

soldurma, parçalama işlemlerine tabi tutulmadan üretilen, okside olmamış bir çay 

çeşididir. Fermentasyon işlemi polifenol oksidaz nedeniyle kateşin miktarında önemli 

oranda azalmaya neden olduğu için yeşil çay, oolong ve siyah çaydan daha fazla kateşin 

içermektedir (Cabrera vd., 2003; Jiang vd., 2019) (Çizelge 2.2). Yeşil çay yapraklarında 

yaklaşık olarak %30 polifenol bulunmaktadır. Yeşil çayda bulunan başlıca polifenoller, 

flavan-3-ollar (kateşinler), flavonollar, flavonlar, proantosiyanidinler ve bunların 

türevlerini içeren flavonoidlerdir. Çay yaprağında en fazla bulunan fenolik bileşikler 

olan kateşinler, kateşin (C), gallokateşin (GC), epikateşin (EC), epigallokateşin (EGC), 

epikateşin gallat (ECG) ve epigallokateşin gallattır (EGCG). Bunlar, fermente olmamış 
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yeşil çay kuru ağırlığının %20-30’unu oluşturur (Jiang vd., 2019; Zderic & Zondervan, 

2016). Çay yaprağında flavonoidlerin yanı sıra fenolik asitler ve bunların türevleri de 

bulunmaktadır (Belitz vd., 2009; Daglia vd., 2014). Ayrıca, yeşil çay yaprakları fazla 

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

çinko (Zn) gibi mineraller ve kafein gibi ksantin bileşiklerini içermektedir (Daglia vd., 

2014; Lu vd., 2004). 

 

Çizelge 2.2. Farklı çayların biyoaktif bileşikleri (Gonçalves Bortolini vd., 2021) 

 

Bileşik (mg/g) 
Çay çeşidi 

Yeşil çay Oolong çay Siyah çay 

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 kateşin 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 çay 

 

Dünya çay tüketiminin %2'sini temsil eden oolong çayı, kısmi fermentasyon ile üretilir 

ve işleme sırasında %10-70 oranında oksidasyona uğrar (Y. Chen vd., 2010). Oolong 

çayın bileşiminde, teasinensinler gibi fermentasyon işlemi sırasında oluşan dimerik ve 

oligomerik polifenoller bulunmaktadır. Oolong çayın polifenol profili yeşil veya siyah 

çayınkine benzer, ancak çay yaprakları kurutulmadan önce kısmi bir fermentasyon 

aşamasına tabi tutulduğu için yeşil çaydan daha düşük polifenol içerirken (Zuo vd., 

2002), siyah çaydan daha fazla kateşin ve daha az polimerik polifenol içeriğine sahiptir 

(Sajilata vd., 2008; H. Zhang vd., 2019) (Çizelge 2.2).   
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2.2.3. Siyah çay  

 

Dünya çay tüketiminin %78'ini oluşturan siyah çay, çay yapraklarının tam 

fermentasyona tabi tutulmasıyla elde edilmektedir (J. K. Lin & Lin-Shiau, 2006). Siyah 

çayın proses aşamaları hasat, soldurma, kıvırma, fermentasyon, kurutma ve 

sınıflandırmadan oluşmaktadır. Siyah çayın en önemli aşamalarından biri olan 

fermentasyon sonucunda, siyah çayın kendine has rengi ve aroması ortaya çıkmaktadır 

(Fisunoğlu & Besler, 2008; Henning vd., 2003; Łuczaj & Skrzydlewska, 2005). Çay 

kateşinleri fermentasyon sırasında, polifenol oksidaz ile beraber peroksidaz gibi diğer 

enzimlerin katalize ettiği oksidasyon ve polimerizasyona uğramaktadır. Bunun 

sonucunda, çay yaprağında bulunan flavanol miktarı azalmaktadır. Ancak çaya 

uygulanan oksidasyon işlemi ile flavanollardan, portakal-kırmızı renkli teaflavinler ve 

kimyasal olarak oldukça heterojen, kahverengimsi tearubijinler gibi sekonder 

polifenoller oluşmaktadır (Carloni vd., 2013; Jiang vd., 2019; Langley-Evans, 2000; 

Richelle vd., 2001; Tosun & Karadeniz, 2005; Yassin vd., 2015). Kateşinlerin 

oksidasyonu sonucu oluşan kinonların kondenzasyonu sonucu dört farklı teaflavin 

oluşmaktadır (Şekil 2.3). Bunlar; serbest teaflavin (T-f), teaflavin-3-gallat (T3G), 

teaflavin-3'-gallat (T3'G) ve teaflavin-3-3'-digallatdır (T33'DG). Yapısı tam olarak 

ortaya konmuş olan teaflavinlerin miktarının çayda fazla olması, çayın duyusal 

kalitesini arttırmaktadır. Tearubujinler, siyah çaydaki toplam flavonoidlerin %50-60'ını 

oluştururken, teaflavinler %10'unu oluşturmaktadır (Abudureheman vd., 2022; Stangl 

vd., 2006; H. Zhang vd., 2019). Teaflavinler ve tearubijinler, siyah çayın renginden ve 

burukluğundan sorumludur (Obanda vd., 2004). Bu pigmentlerin çayda bulunma 

oranları siyah çayın işlenme koşullarına özellikle de uygulanan fermentasyon yöntemine 

göre farklılıklar göstermektedir (Obanda vd., 2001; Wright vd., 2000).  
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Şekil 2.3. Teaflavinlerin oluşumu (S. Li vd., 2013) 

 

2.3. Taze Çay Yaprağının Bileşimi 

 

2.3.1. Çay yaprağının genel bileşimi 

 

Camellia sinensis yaprağının kimyasal bileşimi (Çizelge 2.3), farklı çay çeşitlerinin 

kalitesinde önemli rol oynamakta olup, çayın kokusunu, tadını, ağızda bıraktığı hissi ve 

görünümünü önemli ölçüde etkilemektedir (Chaturvedula & Prakash, 2011; Ho vd., 

2015). Taze toplanmış çay yaprağı yaklaşık %70-83 su içermektedir (Jabeen vd., 2015). 

Çay yaprağının başlıca bileşenlerini polifenoller (kateşinler, flavonollar, fenolik asitler), 

polisakkaritler, amino asitler, lipidler ve alkaloidler oluşturmaktadır. Daha az 

miktarlarda ise vitaminler, uçucu yağlar ve mineral bileşikler (potasyum, demir, çinko, 

manganez, bakır, sodyum, magnezyum ve kalsiyum) yer almaktadır (Bhutia vd., 2015; 

Koch vd., 2018). Çay yaprağının en önemli bileşeni, çayın duyusal özelliklerinden 
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sorumlu tutulan bu yüzden de çay deminin kalitesini ve çayın pazar değerini etkileyen 

fenolik maddelerdir (Liang vd., 2003; Wright vd., 2000). Çayda bulunan fenolik 

maddeler esas olarak flavanollar (kateşinler) ve flavonollardır (H. Wang vd., 2000). 

Vitaminlerden özellikle riboflavin (B2), niasin (B3) gibi B grubu vitaminleri, C vitamini 

ve E vitamini önem taşımaktadır (Aboulwafa vd., 2019; Bhattacharya vd., 2021; Hosen 

vd., 2014; Vishnoi vd., 2018). Çay yaprağında en fazla bulunan alkaloid olan kafein 

çayın uyarıcı etkisinden sorumludur (Jin vd., 2016). Çayda bulunan amino asitlerden 

teanin, sadece çay bitkisine özgü olup tüm amino asitlerin yaklaşık %50’sini 

oluşturmaktadır (Sari & Velioglu, 2011; Thippeswamy vd., 2006) ve çayın umami tat ve 

kokusu üzerine etkilidir (Saeed vd., 2020; Shi vd., 2019). Klorofiller ve karotenoidler 

ise çay yaprağına rengini veren pigmentlerdir (Donlao & Ogawa, 2019; Feng vd., 2014; 

Paiva vd., 2020). 

 

Çizelge 2.3. Çay yaprağının kimyasal bileşimi (mg/g) (D. Chen vd., 2020) 

 

Bileşik 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 kateşin 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 

Uçucu bileşik <0,10 
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2.3.2. Çay yaprağının fenolik madde bileşimi 

 

Çay yaprağı, bitkilerin ikincil metabolitleri olan ve yüksek antioksidan aktiviteye sahip 

polifenoller açısından oldukça zengindir (Samynathan vd., 2021). Polifenoller kimyasal 

olarak geniş bir grubu temsil etmekte olup, 8000'den fazla molekül içermektedir. 

Kimyasal yapıları bir veya daha fazla sayıda hidroksil grubu içeren benzen halkasına 

bağlanan bir dizi aromatik halkadan oluşmaktadır. Taze çay yaprağında bulunan fenolik 

bileşikler esas olarak flavonoidlerin alt grupları olan kateşinler ve flavonollar ile gallik 

asit ve klorojenik asit gibi fenolik asitlerden oluşmaktadır (Engelhardt, 2013; Hithamani 

& Srinivasan, 2018; Z. Liu vd., 2020; Vastrad vd., 2021). 

 

Kateşinler; çay yaprağında bulunan kateşinler, çayın toplam fenolik madde içeriğinin 

%70-80'ini oluşturmaktadır (Deka vd., 2021; Zheng vd., 2018). Çayın başlıca kateşinleri 

C, GC, EC, EGC, ECG ve EGCG’dir (Şekil 2.4) ve miktarları farklı çay klonlarına göre 

değişmektedir (Ashihara vd., 2010; Rhodes vd., 2013; Wright vd., 2000). Kateşinler 

renksiz ve suda çözünür bileşikler olup, çay demine burukluk verirler. Taze çay 

yaprağının kateşin dağılımı, elde edilecek siyah çayın kalitesi için belirleyici 

olabilmektedir. Wright vd. (2000) 20 iyi kaliteli ve 20 düşük kaliteli çay klonunda, 

kateşin bileşiminin siyah çay kalitesi ile ilişkisini incelemiş ve siyah çay kalitesiyle en 

yüksek korelasyona sahip bileşiğin EC olduğunu tespit etmişlerdir. Diğer taraftan, 

Obanda vd. (1997) 15 farklı çay klonunda kateşinlerden ECG ya da EGCG’in baskın 

olduğunu ve her 2 kateşinin de siyah çay kalitesi ile yüksek korelasyon gösterdiklerini 

belirtmişlerdir. Çay yaprağında bulunan kateşinlerin miktarı, çay üretimi sırasında çay 

çeşidine bağlı olarak değişen oranlarda azalmaktadır. Örneğin, siyah çay üretiminde 

fermentasyon aşamasında kateşinler önemli oranda azaldığından, son üründe kateşinler 

hiç bulunmaz ya da düşük miktarlarda bulunur (Stewart vd., 2005).  
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Şekil 2.4. Kateşinlerin kimyasal yapısı (Rashidinejad vd., 2021) 

 

Çay kateşinleri, bir hidrojen atomu vericisi olarak serbest radikalleri indirgeme, zincir 

oksidasyon reaksiyonlarını engelleme veya metallerle çelat yapma yeteneğine sahip 

olduklarından antioksidan olarak davranırlar (Gramza vd., 2006). Leung vd. (2001) 

tarafından, EGCG’nin düşük yoğunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu engelleme 

açısından en fazla etkiyi gösterdiği ve bunu sırasıyla ECG, EC ve EGC’nin izlediği 

saptanmıştır. EGCG’nin en yüksek antioksidan potansiyele sahip olduğu, Stewart vd. 

(2005) tarafından da belirlenmiştir. Aynı araştırmada, EGCG’i sırasıyla ECG, EGC ve 

EC = GC izlemiştir. Ayrıca, Sakanaka vd.’nin (2000) çay kateşinlerinin bakteri 

sporlarının ısıya direnci üzerine etkisini inceledikleri çalışmalarında, ECG, 

gallokateşin gallat (GCG) ve EGCG’in galloil grubunu içermelerinden dolayı diğer 

kateşinlere göre Clostridium thermoaceticum’a ait sporların ısıya direncinin 

azalmasında çok etkili olduğunu belirtmişlerdir. 

 

Flavonollar; çay yaprağında bulunan flavonoidlerin diğer alt grubunu oluşturan fenolik 

bileşikler ise flavonollardır (Şekil 2.5) ve kimyasal yapıları kateşinlere benzerlik 

gösterip sadece piran halkası 4-oxo-3-hidroksi karbon halka ile yer değiştirmiştir 
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(Hollman & Arts, 2000). Çayın başlıca flavonolları çay kuru ağırlığının %3’ünü 

oluşturan kuersetin, mirisetin ve kamferoldür (Dufresne & Farnworth, 2001; M. K. Lee 

vd., 2019; Y. Wu vd., 2016). Bunlar şekerlerle ester yapmaları nedeniyle çoğunlukla 

glikozid formunda bulunurlar ve glikozid, C halkasının 3’üncü pozisyonundaki 

hidroksilde bulunmaktadır (Gramza & Korczak, 2005; Monobe vd., 2015). Flavonol 

glikozidlerin yapısında yer alan şekerler glukoz, ramnoz, galaktoz, arabinoz ve 

fruktozdur. Stewart vd.’ne (2005) göre çay yaprağında bulunan flavonol miktarı siyah 

çay üretiminde fermentasyon sırasında çok az değişime uğramaktadır. Aynı araştırıcılar, 

yeşil çayda 129 µM flavonol tespit ederken siyah çayda bunu 152 µM olarak tespit 

etmişlerdir. Çayda bulunan flavonollar arasında kuersetin glikozidleri, en fazla 

antioksidan aktiviteye sahiptir. Diğer taraftan şeker molekülünün bağlanması aglukon 

formundaki kuersetinin antioksidan aktivitesini azaltmaktadır (Dufresne & Farnworth, 

2001; Heim vd., 2002). 

 

 
 

Şekil 2.5. Flavonolların kimyasal yapısı (Kingori vd., 2021) 

 

Fenolik Asitler; fenolik asitler, hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinnamik asitler 

olmak üzere iki gruba ayrılırlar (Bruneton, 2009) (Şekil 2.6). 

 

Hidroksibenzoik asitler; C6-C1 iskelet yapısına sahip olup, benzoik asitten türemiş 

bileşiklerdir ve en az bir fenolik karboksil ve hidroksil grubu içermektedir (Legrand, 

2015). Bu bileşikler bitkisel dokularda, serbest, konjuge ester veya heterozid formunda 

bulunmaktadır (Kowalski & Kowalska, 2005; X. Zhang vd., 2019). Başlıca fenolik 

benzoik asitler vanilik asit, genistik asit, p-hidroksibenzoik asit, salisilik asit, gallik asit 

ve protokateşuik asittir (Tomás-Barberán & Clifford, 2000). Çay yaprağında en fazla 

bulunan hidroksibenzoik asit, serbest, flavanollar tarafından esterleşmiş veya glikozid 
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formunda bulunan gallik asittir (X. Zhou vd., 2020). Gallik asidin, vücuda alındığında 

diğer polifenollere göre daha iyi absorbe olduğu belirtilmektedir (Vella vd., 2019). 

 

Hidroksisinnamik asitler; sinnamik asit türevi olan bu bileşiklerin yapısı C6-C3 

iskeletine dayanmaktadır ve doğada hidroksibenzoik asitlerden daha fazla bulunurlar. 

En yaygın hidroksisinnamik asitler kafeik asit, p-kumarik asit, sinapik asit ve ferulik 

asittir (El-Seedi vd., 2012; Lafay & Gil-Izquierdo, 2008). Bunlardan kafeik asidin 

kuinik asit ile yaptığı ester olan klorojenik asit de yeşil çayda bulunan diğer bir fenolik 

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

 

 
 

Şekil 2.6. Hidroksibenzoik asitler (a) ve hidroksisinnamik asitlerin (b) kimyasal yapısı 

(Chira vd., 2008)  

 

2.3.3. Çay yaprağının fenolik madde bileşimini etkileyen faktörler 

 

Taze çay yaprağının fenolik madde bileşimi çeşitli faktörlere bağlı olarak değişkenlik 

göstermektedir. Bu faktörler aşağıda gösterilmektedir:  

 

Çeşit; dünya genelinde yaklaşık 1500 çay yaprağı çeşidi vardır. Her bir çeşidin kendine 

özgü özellikleri mevcuttur (Ding vd., 2021; Sabhapondit vd., 2012) ve kimyasal 

bileşimleri farklılık göstermektedir (Y. Chen vd., 2009; X. Wu vd., 2018). Fang vd. 

(2021), kateşinlerin ve flavonol glikozidlerin miktarının çeşide bağlı olarak değiştiğini 

bildirmişlerdir. Araştırıcılar Camellia assamica çeşidinde, ECG ve flavonol di-
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glikozidlerin, Camellia sinensis çeşidinde ise EGCG ve flavonol tri-glikozidlerin 

miktarının daha fazla olduğunu saptamışlardır. 

 

C. Wu vd. (2012) tarafından yapılan bir çalışmada, yeşil çay ve oolong çay üretimi için 

seçilen yaprak çeşitlerinde fenolik bileşiklerin miktarı oldukça değişkenlik göstermiştir. 

Yeşil çay üretiminde kullanılan çeşitlerde kateşinlerin, oolong çayı üretiminde 

kullanılan çeşitlerde ise toplam flavon ve flavonol glikozidlerin miktarının daha düşük 

olduğu tespit edilmiştir.  

 

Gonbad vd. (2015), İran'da yetiştirilen 12 çay klonunun kimyasal bileşenlerini 

araştırdıkları çalışmalarında, klonlar arasında TP ve TF miktarı açısından önemli 

farklılıklar gözlemişlerdir. Araştırıcılar, çalışılan tüm klonlar arasında, İran 100 adlı çay 

klonunun en yüksek TP (8,44 mg GAE/g kuru ekstrakt) ve TF (5,40 mg RE/g kuru 

ekstrakt) içerdiğini tespit etmişlerdir. Ayrıca, çay yapraklarının EGCG miktarı (1,60-

4,90 mg/g) ve ECG miktarının (0,59-1,55 mg/g), klona göre değişiklik gösterdiği 

belirtilmistir. Benzer şekilde, Q. Zhang vd. (2020) yaptığı çalışmada, aynı bölgede 

yeiştirilen ve aynı zamanda toplanan Camellia sinensis var assamica ve Camellia 

sinensis var sinensis çeşitlerine ait çay yapraklarının TP içeriği, %7,99-14,53 arasında 

değişiklik göstermiştir. Çay yaprağında bulunan fenolik asitlerden gallik asitin 

miktarının da çeşitlere göre farklılık gösterdiği belirtilmektedir (X. Zhou vd., 2020). 

 

Hasat dönemi; çay yaprakları yılda 2-4 kez hasat edilmektedir (Balci & Özdemir, 2016; 

Sharma vd., 2011). Ekvator çevresinde yer alan ve iklim farklılıklarının az olduğu 

bölgelerde ise tüm yıl boyunca hasat yapılabilmektedir (Mukhopadhyay & Mondal, 

2017). Çay yaprağının polifenolleri, hasat edilen mevsime göre değişiklik 

göstermektedir (Deka vd., 2021). Bunun sebebi, gün uzunluğu, yağış miktarı, güneş 

ışığı ve/veya sıcaklık gibi faktörlerin mevsimlere göre önemli ölçüde farklılık 

göstermesidir. Soğuk aylarda toplanan taze çay yapraklarının toplam fenolik içeriğinin, 

sıcak aylarda toplanan yapraklara göre daha düşük olduğu belirtilmektedir (Tounekti 

vd., 2013). Erturk vd. (2010), Türkiye'de son hasat döneminde (Eylül) toplanmış çay 

yapraklarında, toplam fenolik madde miktarının birinci hasat döneminde (Mayıs) 

toplanmış yapraklardan daha yüksek olduğunu saptamıştır. Bu sonuçla paralel olarak, 

yaprakların antioksidan aktivitesi de birinci hasattan üçüncü hasada doğru artış 
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göstermiştir. Diğer taraftan, L. S. Lee vd. (2014), birinci hasat döneminden en son 

yapılan hasat dönemine doğru çay yaprağının C ve GCG miktarlarının önemli ölçüde 

azaldığını ancak EC, EGCG ve EGC miktarlarının ise arttığını tespit etmişlerdir. 

Örneğin, Nisan sonunda toplanan yaprakta 105,37 mg/g olarak tespit edilen EGCG 

miktarı, Mayıs sonunda toplanan yaprakta 112,86 mg/g’a yükselmiştir. Aynı 

yaprakların C içeriği ise 2,48 mg/g’dan 0,99 mg/g’a düşmüştür. 

 

Hasat yöntemi; çay yaprakları elle ya da makine ile hasat edilir. Çayların kimyasal 

kalite parametreleri, yaprakların toplanma yöntemine göre değişmektedir. Elle toplanan 

çayların biyokimyasal bileşikler açısından makine ile hasat edilen çaylara göre daha 

zengin olması ve daha yüksek fenolik bileşik içermesi nedeniyle, kaliteli çay üretimi 

için çay yaprakları genellikle elle toplanmaktadır. Çay yapraklarının, makine ile hasat 

edilmesi sırasında mekanik olarak zarar görmesi, bunlardan elde edilecek çayın 

kalitesinde düşmeye neden olur (Nandagopalan vd., 2014). Yaprakların hasat 

standardına (iki yaprak ve bir sürgün) uygun olarak hasat edilip edilmemesi de çay 

kalitesini büyük ölçüde etkilemektedir (Ölmez & Yilmaz, 2010; Tang vd., 2018). 

Birçok fenolik bileşiğin miktarı, genç sürgünlerde olgun yapraklardan daha fazladır. 

Sürgünler olgunlaştıkça, toplam flavonol glikozid, mirisetin ve kateşinlerin miktarı da 

artmaktadır (Q. Li vd., 2015). Ravichandran ve Parthiban (1998), elle toplanan çay 

yapraklarının TP ve toplam kateşinlerinin (sırasıyla %27,7 ve %18,4) makasla toplanan 

yapraklardan (sırasıyla %26,6 ve %17,8) daha yüksek olduğunu gözlemlemişlerdir. 

 

Bölge; çay bitkisinin dünyadaki coğrafi dağılımı, bu bitkinin iklim faktörlerindeki 

değişimlere çok iyi uyum sağladığını göstermektedir (Y. S. Lin vd., 2003). Bitkinin 

yetiştirildiği bölgenin coğrafi, arazi, topografik ve iklim özelliklerinin farklı olmasına 

bağlı olarak, yaprakların fenolik bileşikleri de dahil kimyasal bileşimi değişmektedir (Y. 

S. Lin vd., 2003; Renla & Ajungla, 2017). D. Wang vd. (2008), tarafından yapılan 

araştırmaya göre, Çin’in Fujian ve Tayvan bölgesinde yetişen çay yaprağı çeşitlerinde 

esterleşmemiş kateşinler, Guangdong bölgesinde yetişen çeşitlerde ise esterleşmiş 

kateşinler daha fazla tespit edilmiştir. Çay bitkisi yüksek irtifa bitkisi olarak 

bilinmektedir. Rakım ne kadar yüksek olursa, üretilen çayın kuru madde, aroma ve 

polifenol miktarları dolayısıyla kalitesi artmaktadır. Çayın yetiştirildiği bölgenin 

yüksekliği polifenollerden özellikle kateşinleri etkiler. Nitekim yüksek irtifa çaylarının 
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EGCG açısından daha zengin olduğu belirtilmektedir. Genel olarak, 600 m rakımın 

altında daha düşük kalitede, 1200 m rakımın üzerindeki bölgelerde ise daha yüksek 

kalitede çay yaprağı elde edilmektedir (Dang, 2015; W. Y. Han vd., 2017). Hava 

sıcaklığı ve nemi de çayın fenolik bileşikleri üzerinde etkisi olan önemli faktörlerdendir 

(Ghabru & Sud, 2017; L. Y. Wang vd., 2011; Wei vd., 2011). Yin vd. (2008), taze çay 

yapraklarında polifenoller ve toplam kateşin içeriğinin düşük bağıl nemde (%60) 

azaldığını, ancak yüksek bağıl nemde (%90) arttığını belirtmişlerdir. Yağış miktarının 

fazlalığı da çayın toplam fenolik madde miktarında ve antioksidan aktivitesinde artışa 

neden olmaktadır. Ahmed vd., (2014), yağışın az olduğu kurak mevsime göre yağışın 

fazla olduğu mevsimde, çayın fenolik bileşiklerinde, %4,5'e varan oranlarda artış 

olduğunu saptamışlardır. 

 

Analiz yöntemi; çay polifenollerinin analizi için, çoğunlukla kromatografik 

yöntemlerden HPLC (Nian vd., 2019; Truong & Jeong, 2021; Yao vd., 2004) ve 

spektrofotometrik yöntemlerden Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) (L. Y. Chen vd., 2015; 

Y. Wang vd., 2022) kullanılmaktadır. Ancak, söz konusu yöntemlerin farklı koşullarda 

uygulanmasına bağlı olarak çay polifenollerinin profili ve konsantrasyonu (kons.) 

farklılık gösterebilmektedir.  

 

Nishitani ve Sagesaka’nın (2004), HPLC yöntemi kullanarak farklı mobil fazların çay 

kateşinleri üzerine etkisini belirledikleri çalışmalarında, ECGG ve EC’nin daha iyi 

ayrımı için su-metanol-fosforik asitten oluşan mobil fazın gradient olarak kullanımının 

daha iyi sonuç verdiğini belirtmişlerdir. He vd. (2010), yeşil çaydan kateşinleri HPLC 

ile belirlemek için mobil faz olarak sulu asetonitril-metanolü kullandıkları 

çalışmalarında, %40,9 (w/w) EGCG tespit etmişlerdir. Diğer taraftan Bhandari vd. 

(2019), taze çay yaprağından kateşinlerin HPLC ile analizi için mobil faz olarak asetik 

asit-asetonitril kullanmış ve dört farklı kateşin tespit etmişlerdir. Çayda bulunan 4 

önemli kateşin (EGCG, EGC, ECG ve EC) ve gallik asidin belirlenmesi için tek ve çok 

aşamalı ekstraksiyon yöntemlerinin kullanıldığı bir çalışmada, tek aşamalı 

ekstraksiyonun yeterli olmadığı, çoklu ekstraksiyon yönteminin daha iyi sonuç verdiği 

belirlenmiştir (Zuo vd., 2002). Çayda toplam polifenol analizi için kullanılan FCR 

yönteminde, çayın TP miktarı, sodyum karbonat ve FCR’nin ilave edilme sırası, 

reaksiyon karışımının inkübasyon süresi ve sıcaklığındaki farklılıklar, absorbansın 700 
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ile 765 nm aralığında ölçülmesi, son karışım hacminin 2 ile 100 mL aralığında olması, 

farklı standart madde kullanımı gibi faktörlere bağlı olarak önemli ölçüde farklılık 

gösterebilmektedir (Bancuta vd., 2016; Cicco vd., 2009; Hong vd., 2011; Musa & 

Abdulla, 2009; Singleton vd., 1999). L. Y. Chen vd.’ne (2015) göre, sodyum karbonat 

reaksiyon ortamına FCR’den önce ilave edildiğinde, sonra ilave edildiği duruma göre 

yeşil çayda daha fazla TP miktarı tespit edilmiştir. Ayrıca, Bai vd. (2018), farklı 

konsantrasyonlarda FCR kullanılmasının çay polifenolleri üzerine önemli etkisi 

olduğunu belirtmiştir. Benzer şekilde, Sateanchok vd. (2018), yeşil çayın TP’sini 

belirlemek amacıyla literatürde çok kullanılan FCR yöntemlerinden birini, aynı 

yöntemin reaksiyon süresi ve FCR konsantrasyonunu değiştirerek geliştirdikleri yeni 

yöntemle karşılaştırdıklarında, çayda daha fazla TP tespit etmişlerdir (74,6 mg’a GAE/g 

karşılık 82,00 mg GAE/g).  
 

Çay yaprağında bulunan fenolik bileşiklerin analizi amacıyla, uygulanan ekstraksiyon 

işlemi sırasında, ekstraksiyon koşullarına (solvent tipi, sıcaklık, süre, solvent-materyal 

oranı gibi) bağlı olarak fenolik bileşiklerin konsantrasyonu ve cinsi değişmektedir 

(Barreira vd., 2022; Bindes vd., 2019; de Moura vd., 2022; Gadkari vd., 2015). Perva-

Uzunalić vd.’ne (2006) göre, solvent, solvent-materyal oranı, ekstraksiyon sıcaklığı ve 

süre gibi ekstraksiyon parametrelerine göre değişmek üzere yeşil çayın kateşin miktarı 

önemli oranda değişiklik göstermiştir. Aynı araştırıcılar kateşinlerin ekstraksiyon 

sırasında parçalanmasını önlemek için kısa ekstraksiyon süresi-yüksek sıcaklık ya da 

uzun ekstraksiyon süresi-daha düşük sıcaklık kombinasyonunun uygulanmasını 

önermiştir. Taze çay yaprağından fenolik bileşiklerin HPLC ile analizi için metanol ve 

suyun ekstraksiyon amacıyla kullanıldığı bir araştırmada, elde edilen kateşinlerin 

miktarları açısından, metanolün sudan daha etkili bir solvent olduğu tespit edilmiştir 

(Yao vd., 2004). Zuo vd. (2002) tarafından yapılan çalışmada, yeşil, siyah ve oolong 

çaylarında kateşinlerin HPLC ile yapılan analizinde örnek ekstraksiyonunun kritik bir 

aşama olduğu ve tek aşamalı solvent ekstraksiyonuna kıyasla çok aşamalı 

ekstraksiyonla bütün kateşinlerin miktarında artış olduğu belirtilmiştir.  

 

2.4. Taze Çay Yaprağındaki Fenolik Bileşiklerin Radikal Tutma Aktivitesi (RTA) 

 

Çay polifenolleri oksidatif stresin neden olduğu hücre hasarının korunmasında rol 

oynayan ve çeşitli hastalıklara yakalanma riskini azaltan çok güçlü antioksidanlardır 
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(Camargo vd., 2016). Bunlar, lipoprotein, protein, lipit ve oligonükleik asit gibi 

biyomoleküllerden serbest radikalleri yakalama ve ortadan kaldırma yetenekleri 

nedeniyle oksidatif strese karşı savaşır (Aydin vd., 2015; Luo vd., 2012) ve hücre içinde 

reaktif oksijen türlerinin (ROS) ve reaktif azot türlerinin (RNS) neden olduğu 

reaksiyonları önler (Aloui vd., 2020). Hücrelerde bulunan başlıca ROS ve RNS’ler 

superoksit anyonu, singlet oksijen, hidrojen peroksit ile hidroksil, peroksinitrit ve 

peroksil radikalleridir (Kalam vd., 2012). Çay yaprağında bulunan kateşinlerin özellikle 

de EGCG’nin ve fenolik asitlerden gallik asidin etkili ROS temizleyicisi olduğu 

belirtilmektedir (Can Agca vd., 2020; Masek vd., 2017). Bu etkiden dolayı çay 

kateşinleri antioksidan olarak davranırlar (Gramza vd., 2006). ROS'un fenolik bileşikler 

tarafından nötralizasyonunun veya stabilizasyonunun, ya hidroksil gruplarından 

hidrojen atomu transferi ile ya da bir elektronun ROS'a transferi ile gerçekleştiği 

belirtilmektedir (Kumar & Pandey, 2013; Prasanth vd., 2019; Wojtunik-Kulesza vd., 

2020).  

 

Fenolik bileşiklerin güçlü antiradikal kapasiteye sahip olması, esas olarak onların 

kimyasal yapısıyla ilişkilidir (Aydin vd., 2015). Özellikle benzoik halkalarda bulunan 

hidroksil gruplarının sayısı ve alkil gruplarının yakınlığı bu açıdan önem taşımaktadır 

(Collin & Crouzet, 2011; Musial vd., 2020). Örneğin, EGCG ve GCG’nin RTA’sı, 

EGC, GC, EC ve C'den daha güçlüdür (Liao vd., 2001). Fourneau vd. (1996) de çay 

yaprağındaki polifenollerden EGCG’nin RTA’sının diğer kateşinlerden fazla olduğunu 

bildirmiştir. Çay yaprağının başlıca kateşini olan EGCG’nin C ve E vitaminlerinden de 

daha etkili bir antioksidan olduğu belirtilmektedir (Reto vd., 2014). 

 

Kateşinler, radikal süpürme etkilerinin yanı sıra, ROS üretiminden sorumlu pro-oksidan 

enzimlerin (ksantin oksidaz ve siklooksijenaz gibi) aktivitesini inhibe etme ve azaltma, 

zincir oksidasyon reaksiyonlarını engelleme veya metallerle çelat yapma yeteneğine de 

sahiptir (Mandel vd., 2006; Swarnalatha vd., 2021; Truong & Jeong, 2021). Leung vd. 

(2001) tarafından yapılan çalışmada, LDL oksidasyonunu en fazla EGCG engellemiştir 

ve bunu sırasıyla ECG, EC ve EGC izlemiştir. Benzer şekilde, yeşil çayın EGCG ve 

EC'nin antioksidan aktivitesi nedeniyle LDL oksidasyonunu engellediği ve in-vitro 

olarak EGCG’nin LDL oksidasyonu üzerindeki antioksidan aktivitesinin EC'den daha 

fazla olduğu belirtilmektedir (Gomikawa & Ishikawa, 2002). Diğer taraftan, Z. Q. Liu 



21 

 

vd. (2000) ise peroksil radikalinin sebep olduğu lipid peroksidasyonunu engelleme 

açısından EC’nin en yüksek antioksidan aktivite gösterdiğini ve bunu sırasıyla EGCG, 

ECG ve EGC’nin takip ettiğini belirtmiştir.  

 

Flavan-3-ollerin yanı sıra, yeşil çaydan elde edilen flavonollar da, antioksidan 

kapasiteye sahiptir (Sirichaiwetchakoon vd., 2020). Rha vd. (2019) tarafından yapılan 

çalışmada yeşil çaydan elde edilen flavonol glikozid ve flavonol aglikonunun, güçlü 

antioksidan kapasiteye sahip olduğu ve oksidatif stresi azalttığı bildirilmiştir. 

Araştırıcılar, flavonol aglikonunun radikal süpürücü aktivitesinin flavonol glikozide 

göre daha yüksek olduğunu tespit etmiştir. Priyandoko vd. (2021), yeşil çay 

ekstraktının, flavonollardan yüksek antioksidan kapasiteye sahip mirisetin ile 

karşılaştırılabilir düzeyde antioksidan aktivite gösterdiğini belirtmiştir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. Araştırma materyali 

 

Bu çalışma kapsamında Azaklıhoca (Rize) (40° 59' 35,8584'' K, 40° 27' 42,8760'' D) 

bölgesinde yer alan bir çay bahçesinden 2019 ve 2020 yıllarında Mayıs, Temmuz ve 

Eylül dönemlerinde, iki buçuk yaprak olarak toplanarak bekletilmeksizin gölgede 

kurutulmuş taze çay yaprakları kullanılmıştır. Yapraklar denemelerde kullanılmadan 

önce kahve öğütücü kullanılarak öğütülmüş (Şekil 3.1) ve polietilen poşetlerde 4 ºC de 

muhafaza edilmiştir.  

 

 
 

Şekil 3.1. Öğütülmüş kuru çay yaprağı  

 

3.1.2. Ekipman, kimyasal madde ve diğer malzemeler 

 

Bu çalışmada yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) (Shimadzu, Japonya), 

hassas terazi (Mettler Toledo, XS204, ABD), su banyosu (Memmert, Almanya), vorteks 

(Heidolph, Almanya), kahve öğütücü (Tefal, Türkiye), derin dondurucu (-28 °C, Vestel, 

Türkiye), buzdolabı (+4 °C, Grundig, Türkiye), mekanik çalkalayıcı (Şimşek 

Laboratuvar), spektrofotometre (Shimadzu-UV/VIS 1601), nem tayin cihazı (MA150, 

Sartorius, Almanya), santrifüj (Nüve, Türkiye) ve pH metre (DocuClip, Sartorius, 

Almanya) kullanılmıştır. Çalışmada kullanılan RP-HPLC kolon (5 μm, 250 x 4,6 mm) 

Nova Select’den satın alınmıştır. HPLC ile fenolik bileşiklerin analizlerinde kullanılan 

C, EC, GC, EGC, EGCG, EGC, Sigma Chemical Company’den (St. Louis, MO, ABD), 

kuersetin-3-glukozid (Q3G) Fluka’dan (BioChemica-Fluka Cheme İsviçre), kuersetin-3-

ramnoglukozid (Q3RG) Wako Chem. Co.’dan (Osaka-Japonya) ve kamferol-3-
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ramnoglukozid (K3RG) Chromadex’den (Santa Ana, ABD) satın alınmıştır. HPLC 

saflığında orto fosforik asit, asetonitril ve polifenol ekstraksiyonu için kullanılan etanol 

Riedel-de Haën’den satın alınmıştır. Spektrofotometrik toplam polifenol (TP) analizinde 

kullanılan 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) satın alınmıştır. Spektrofotometrik toplam 

flavonoid (TF) analizinde kullanılan sodyum nitrit Carlo Erba’dan (Val de Reuil, 

Fransa), alüminyum klorür Sigma Chemical Company’den (St. Louis, MO, ABD), 

sodyum hidroksit Emsure’den, (Darmstadt, Almanya) ve rutin Acros Organics’den 

(Waltham, MA, ABD) satın alınmıştır. Spektrofotometrik radikal tutma aktivitesi 

(RTA) analizinde kullanılan 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl Sigma Chemical 

Company’den (St. Louis, MO, ABD) satın alınmıştır. In-vitro gastrointestinal sindirim 

analizi için kullanılan taze safra, pankreatin (porcine pancreas) ve pepsin (porcine 

gastric mucosa) Sigma Chemical Company’den (St. Louis, MO, ABD), potasyum 

klorür, sodyum klorür, kalsiyum klorür dihidrat, hidroklorik asit Isolab’dan (Wertheim, 

Almanya), amonyum karbonat, monopotasyum fosfat Honeywell Fluka’dan (Seelze, 

Almanya), magnezyum klorür hekzahidrat Carlo Erba’dan (Val de Reuil, Fransa) ve 

sodyum hidroksit Emsure’den (Darmstadt, Almanya) satın alınmıştır. 

 

Çalışmada kullanılan diğer sarf malzemeler, mikropipet seti (Transferpette, Brand, 

Almanya), 0,45 μm’lik membran filtreler, tek kullanımlık spektrofotometre küvetleri, 

elek, vidalı kapaklı plastik tüpler, plastik deney tüpleri, Whatman No.1 filtre kağıdı, 

dereceli cam balon jojeler ve diğer cam malzemelerdir.  

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Deneysel tasarım 

 

Çay yaprağından polifenollerin ekstrakte edilmesinde, ekstraksiyon parametrelerinin 

(Ürün/Solvent (Ü/S) oranı, ekstraksiyon süresi ve etanol konsantrasyonu) etkisini 

belirlemek amacıyla Yanıt-yüzey metodu (RSM) kullanılarak Box-Behnken deneme 

deseni (BBDD) ile optimizasyon çalışması yapılmıştır. RSM, birden fazla faktörün 

etkisini ve faktörlerin etkileşimlerini belirlemek için yaygın olarak kullanılan bir araçtır. 

Günümüzde, gıda bilimi ve teknolojisi alanında en çok tercih edilen optimizasyon 
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tekniklerinden biridir ve birçok çalışmada (Gunathilake vd., 2019; L. Liu vd., 2018; 

Riciputi vd., 2018) çeşitli bitkisel kaynaklardan biyoaktif antioksidanların ekstrakte 

edilmesi amacıyla kullanılmıştır. Bu çalışmada, bağımsız değişkenler (ekstraksiyon 

parametreleri), önceki çalışmalara (Strati vd., 2018; Y. Zhou vd., 2019) ve ön 

denemelere dayanılarak belirlenmiştir. İkinci dereceden modellemeye izin veren Box-

Behnken deneme deseni Çizelge 3.1’de verilmiş olup, üç faktör, üç düzey ve iki 

tekerrürlü olarak uygulanmıştır. Çalışmada kullanılan faktörlerin düzeyleri 

Çizelge 3.2’de verilmiştir. Çizelge 3.1’de belirtilen “-1” en az (minimum), “0” orta 

(merkez) ve “1” ise, en yüksek (maksimum) düzeyi ifade etmektedir. Bağımlı 

değişkenler olan toplam polifenol (TP) miktarı ve radikal tutma aktivitesini (RTA) 

açıklamak için kullanılan ikinci dereceden polinomiyal denklem (1) aşağıda 

verilmektedir. 

 

      Y = β0+β1A+β2B+β3C+β2
1A

2
+β2

2B
2+β2

3C
2+β1β2AB+β1β3AC+β2β3BC               (3.1) 

    
Buradaki Y, tahmin edilen yanıtı (bağımlı değişken); β0 modelin regresyon denklem 

sabitini; β1, β2 ve β3 doğrusal etki regresyon katsayılarını; β1
2, β2

2 ve β3
2, karesel 

(kuadratik) etki regresyon katsayısılarını ve β1β2, β1β3 ve β2β3, interaksiyon (interaktif) 

etki regresyon katsayılarını ifade etmektedir. A, B ve C ise çalışılan faktörleri (Ü/S 

oranı, ekstraksiyon süresi ve etanol konsantrasyonu) ifade etmektedir.  

 

Her bir faktörün yanıt (TP ve RTA) üzerine etkisini belirlemek için varyans analizi 

(ANOVA) uygulanmıştır. Ayrıca, regresyon modelinin uyumunu değerlendirmek için, 

regresyon katsayısı (R2) hesaplanmış ve model uyumsuzluğu [lack of fit (LOF)] testi 

uygulanmıştır. Bağımsız değişkenler ile yanıt arasındaki ilişki üç boyutlu yüzey grafiği 

ve kontur (iz düşüm) grafiği ile gösterilmiş ve optimum koşullar belirlenmiştir. Modele 

göre belirlenmiş optimum koşullarda ayrıca üç deneme yapılmış ve optimum koşullar 

deneysel olarak da doğrulanmıştır. Veri analizi için MINITAB 17 (State College, PA) 

programı kullanılmıştır.   
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Çizelge 3.1. Polifenol ekstraksiyonunda kullanılan üç faktörlü Box-Behnken deneme 

deseni 

 

Deney sıra no 
Bağımsız Değişkenler (Faktörler) 

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 1 

14 -1 -1 0 

15 1 -1 0 

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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Çizelge 3.2. Box-Behnken bağımsız değişkenler (faktörlerin) düzeyleri 

 

Bağımsız değişkenler 
Düzeyler 

Kodlar -1 0 1 

Ü/S oranı (g/mL) A 1:25 1:50 1:75 

Etanol kons. (%) B 60 80 100 

Ekstraksiyon süresi (dak) C 20 35 50 

 

3.2.2. Polifenol ekstraksiyonu 

 

Çay yaprakları, mekanik bir çalkalayıcı kullanılarak 580 devir/dak, bilinen bir 

konsantrasyonda (B, %) etanol ve etanolün sulu çözeltileri ile falkon tüpünde ekstrakte 

edilmiştir. Bitkisel materyallerden polifenolleri ekstrakte etmek için çoğunlukla etanol 

kullanıldığından (Gunathilake vd., 2019; Zardo vd., 2019) ve çevre dostu olduğundan 

dolayı, ekstraksiyon çözeltisi olarak etanol seçilmiştir. Ekstraksiyon, Çizelge 3.2'de 

tanımlanmış olan, bilinen bir Ü/S oranında (A, w/v) gerçekleştirilmiştir. Ekstraksiyon 

sırasında fenolik bileşiklerin parçalanmasını önlemek amacıyla, falkon tüpleri 

alüminyum folyo ile sarılmıştır. Ekstraksiyon süresi (C, dak) tamamlandıktan sonra, 

süspansiyon Whatman No.1 filtre kağıdından süzülmüş ve ekstraktlar analiz edilinceye 

kadar -18 °C'de muhafaza edilmiştir. Ekstraksiyon koşulları Çizelge 3.2'de 

gösterilmiştir.  

 

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

 

Örneklerin TP içeriği, aşağıda verilen FCR yöntemi 1’e göre yapılmış olup, sonuçların 

karşılaştırılması amacıyla aşağıda verilen diğer yöntemler (2-5) de kullanılarak TP 

analizi gerçekleştirilmiştir. Bu analiz için, kör çözelti olarak, ekstrakt yerine saf su 

kullanılmıştır. Sonuçlar, her bir yöntem için stok standart gallik asit çözeltisinin farklı 

konsantrasyonları (0-50 ppm; R2 = 0,99) ile elde edilmiş olan kalibrasyon eğrisinin 

regresyon eşitliğinden (Çizelge 3.3) yararlanılarak hesaplanmıştır ve mg gallik asit 

eşdeğeri (GAE)/g kuru madde (KM) olarak ifade edilmiştir. 
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Çizelge 3.3. TP yöntemlerine ait regresyon eşitlikleri 

 

Yöntem Regresyon Eşitliği 

FCR yöntemi 1 y = 0,0116x 

FCR yöntemi 2 y = 0,0157x 

FCR yöntemi 3 y = 0,0087x 

FCR yöntemi 4 y = 0,0054x 

FCR yöntemi 5 y = 0,0047x 

 

FCR yöntemi 1; International Organization for Standardization (2005) yöntemine göre, 

0,5 mL ekstrakt, 2,5 mL Folin-Ciocalteu (%10’luk, v/v) reaktifi ile karıştırılmıştır. 5 

dakika sonra bu karışıma 2 mL sodyum karbonat çözeltisi (%7,5) ilave edilerek iyice 

karıştırılmıştır. Elde edilen karışım, 60 dakika karanlıkta bekletildikten sonra oluşan 

mavi rengin absorbansı spektrofotometrede (Shimadzu UV-VIS 1208) 765 nm’de köre 

karşı okunmuştur.  

 

FCR yöntemi 2; Obanda vd.’nin (1997) yöntemine göre, 1 mL ekstrakt, 1 mL Folin-

Ciocalteu reaktifi (3 kat su ile seyreltilmiş) ile karıştırılmıştır. 5 dakika sonra bu 

karışıma 2 mL doygun sodyum karbonat çözeltisi (%35’lik) ilave edilerek iyice 

karıştırılmış ve 2 mL su ile 6 mL’ye seyreltilmiştir. Elde edilen karışım 30 dakika 

karanlıkta bekletildikten sonra oluşan mavi rengin absorbansı spektrofotometrede 

(Shimadzu UV-VIS 1208) 700 nm’de köre karşı okunmuştur.  

 

FCR yöntemi 3; Roshanak vd.’nin (2016) yöntemine göre, 0,5 mL ekstrakt, 2,5 mL 

Folin-Ciocalteu reaktifi (10 kat seyreltilmiş) ve 2 mL sodyum karbonat çözeltisi (%7,5) 

iyice karıştırılmıştır. Karışım 45 °C’de 15 dakika bekletildikten sonra, absorbans 

spektrofotometrede (Shimadzu UV-VIS 1208) 700 nm’de köre karşı okunmuştur.  

 

FCR yöntemi 4; Barreira vd.’nin (2021) yöntemine göre, 1 mL Folin–Ciocalteu reaktifi 

300 µL ekstrakta ilave edilmiştir. Daha sonra, hemen 5 mL sodyum karbonat çözeltisi 

(%20) eklenerek iyice karıştırılmıştır. Karışım 30 dakika karanlıkta oda sıcaklığında 

bekletildikten sonra, absorbans spektrofotometrede (Shimadzu UV-VIS 1208) 735 

nm’de köre karşı okunmuştur.  
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FCR yöntemi 5; Ren vd.’ye (2021) göre, 0,5 mL ekstrakt 0,5 mL Folin-Ciocalteu 

reaktifi ile karıştırılmıştır. 3 mL sodyum karbonat çözeltisi (%10, w/v) ilave edilmiştir. 

Son hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlanmıştır. Renk gelişimi için, oda sıcaklığında 30 

dakika bekletildikten sonra, 760 nm’de spektrofotometrede (Shimadzu UV-VIS 1208) 

absorbans ölçülmüştür. 

 

3.2.4. Toplam flavonoid (TF) tayini 

 

TF miktarı, spektrofotometrik yöntemle tespit edilmiştir (Rodrigues vd., 2016). Bu 

amaçla, 300 µL ekstrakt, 1800 µL saf su ve 100 µL sodyum nitrit (%5, w/v) ile 

karıştırılmıştır. Altı dakika oda sıcaklığında inkübe edilen karışım üzerine, 200 µL 

%10’luk alüminyum klorür (AlCl3) (metanolde hazırlanmış) çözeltisi ilave edilmiştir. 

Altı dakika sonra 600 µL sodyum hidroksit (%4, w/v) eklenerek yeniden on beş dak 

inkübe edilmiştir. Süre sonunda absorbans değerleri 510 nm’de köre karşı okunmuştur. 

Standart olarak rutin kullanılmıştır ve farklı konsantrasyonları (0-1500 ppm; 

R2 = 0,9997) ile standart kurve (y = 0,0009x) elde edilmiştir. Sonuçlar kurve baz 

alınarak hesaplanmış ve rutin eşdeğeri (RE) olarak mg RE/g KM olarak ifade edilmiştir. 

 

3.2.5. DPPH ile radikal tutma aktivitesi (RTA) tayini 

 

Örneklerin RTA, aşağıda verilen DPPH yöntemi 1’e göre yapılmış olup, sonuçların 

karşılaştırılması amacıyla aşağıda verilen yöntemler (2-5) de kullanılarak RTA 

belirlenmiştir. Örneklerin RTA, askorbik asit eşdeğerine dönüştürülerek, g askorbik asit 

eşdeğeri (AAE)/100 g KM olarak da ifade edilmiştir. Bu amaçla, aynı koşullar altında 

referans antioksidan olarak askorbik asit çözeltisinin 0-150 μg/mL aralığındaki farklı 

konsantrasyonları ile bir kalibrasyon eğrisi (R2 = 0,9975) elde edilmiştir. 

 

DPPH yöntemi 1; Türkmen Erol vd.’nin (2009) yöntemine göre, 50 µL ekstrakt, 

metanolde hazırlanmış 1950 µL DPPH radikali (6 x10-5 M) ile karıştırılmıştır. Kontrol 

örneğinde, ekstrakt yerine saf su kullanılmıştır. Reaksiyon karışımı kuvvetlice 

karıştırıldıktan sonra, karanlıkta 25 °C’de 60 dakika bekletilmiştir. Sürenin bitiminde 

karışımın ve kontrol örneğinin absorbansı, spektrofotometrede 517 nm’de metanole 

karşı okunmuştur. RTA (%), aşağıdaki eşitlikten (Yen & Duh, 1994) yararlanılarak 

hesaplanmıştır. 
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                                      RTA (%) = (
AbsKontrol-AbsÖrnek

AbsKontrol
) x100                                      (3.2) 

 

AbsKontrol: Örnek içermeyen DPPH çözeltisinin absorbansı  

AbsÖrnek: Örnek içeren DPPH çözeltisinin absorbansı 

 

DPPH yöntemi 2; Topuz vd.’nin (2014) yöntemine göre, 100 μL ekstrakt, metanolde 

taze hazırlanmış 4 mL DPPH çözeltisine (6×10-5M) ilave edilmiştir. Karışım 

karıştırılmış ve oda sıcaklığında karanlıkta 30 dakika bekletilmiştir. Sürenin bitiminde 

karışımın ve kontrol çözeltisinin (ekstrakt yerine ekstraksiyon solventi içeren çözelti) 

absorbansı spektrofotometrede 516 nm’de okunmuştur. Örneklerin antioksidan 

aktivitesi, DPPH radikalinin inhibisyon yüzdesi (İ, %) olarak, aşağıdaki eşitliğe göre 

hesaplanmıştır.  

 

                                           İ (%) = [
(Akontrol-Aörnek)

Akontrol
] x100                                            (3.3) 

 

Akontrol  : Kontrol örneğinin absorbansı 

Aörnek   : Ekstrakt içeren test örneğinin absorbansı 

 

DPPH yöntemi 3; L. S. Lee vd.’ne (2013) göre, 0,5 mL ekstrakt 2,5 mL 0,12 mM 

DPPH çözeltisi ile karıştırılmıştır. Karışım, oda sıcaklığında 30 dakika bekletilmiştir. 

Sürenin sonunda karışımın absorbansı spektrofotometrede 517 nm’de okunmuştur ve 

DPPH serbest radikali tutma aktivitesi aşağıdaki eşitliğe göre hesaplanmıştır.  

 

                          RTA (%) = 100- [(
517 nm'de örneğin absorbansı

517 nm'de körün absorbansı
) x100]                          (3.4) 

 

Kör olarak örnek dışında diğer komponentlerin hepsini içeren kontrol çözeltisi 

kullanılmıştır. 

 

DPPH yöntemi 4; Qu vd.’ne (2020) göre, 1,0 mL ekstrakt, metanolde çözülmüş 2,0 mL 

0,15 mM DPPH çözeltisine ilave edilmiştir. Karışım, oda sıcaklığında, karanlıkta 30 

dakika bekletilmiştir. Sürenin sonunda karışımın absorbansı spektrofotometrede 517 

nm’de okunmuştur ve DPPH serbest radikali tutma aktivitesi aşağıdaki eşitliğe göre 

hesaplanmıştır. 
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                                          RTA (%) = (1-
ODörnek

ODkontrol
) x100                                          (3.5) 

 

ODkontrol :DPPH standart çözeltisinin absorbansı 

ODörnek   :Örneğin absorbansı 

 

DPPH yöntemi 5; Sentkowska ve Pyrzynska’nın (2018) yöntemine göre, 0,1 mL 

ekstrakt, metanolde taze hazırlanmış 2,4 mL DPPH radikali (9 x10-5 M) ile 

karıştırılmıştır. Karışım karanlıkta 30 dakika bekletilmiştir. Sürenin bitiminde karışımın 

ve DPPH çözeltisinin absorbansı, spektrofotometrede 518 nm’de okunmuştur. RTA, 

DPPH çözeltisinin rengindeki açılmanın yüzdesi olarak, aşağıdaki eşitliğe göre 

hesaplanmıştır. 

 

                                                 İ (%) = (
A0-A30

A0
) x100                                                (3.6) 

 

A0: Çay ekstraktı ilave edilmeden önce radikalin absorbansı 

A30: Çay ekstraktı ilave edilen DPPH çözeltisinin absorbansı 

 

3.2.6. HPLC ile fenolik bileşiklerin belirlenmesi 

 

Fenolik bileşiklerin analizi için Türkmen (2007) tarafından belirtilen yöntem, modifiye 

edilerek kullanılmıştır. Ekstrakt örnekleri, 0,45 μm’lik membran filtreden süzülmüş ve 

filtrat HPLC (Perkin Elmer, Flexar model) kolonuna enjekte edilmiştir. Analizde 

kullanılmış olan HPLC koşulu ve elusyon programı Çizelge 3.4’de verilmiştir. 
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Çizelge 3.4. Fenolik bileşiklerin analizi için HPLC çalışma koşulları ve elusyon 

programı  

 

HPLC çalışma koşulları 

Sistem  : Shimadzu (Prominence serisi) 

Yazılım : LCb solution 

Kolon : Novaselect (250 x4,6 mm, ID; 5 µm; C18) 

Kolon fırını : CTO-10AS VP 

Kolon Sıcaklığı : 30 °C 

Dedektör  : Photodiode array (PDA) 

Dedeksiyon dalga boyları : 270 ve 355 nm 

Pompa  : LC-20AD 

Akış Hızı : 1 mL/dak 

Enjeksiyon Miktarı : 20 µL 

Elusyon programı 

Süre (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 

 

Örneklerdeki fenolik bileşiklerin tanımlanması, bileşiklerin kolondaki alıkonma süresi, 

UV-spektrumlarının ilgili standart maddelere ait süre ve spektrumlarla karşılaştırılması 

ve standart maddelerin çay ekstraktına ilave edilmesiyle yapılmıştır. Fenolik bileşiklere 

ait piklerin tanımlanması ve miktarlarının hesaplanması bileşiklerin maksimum 

absorbans değeri verdiği dalga boyunda gerçekleştirilmiştir. Bileşiklerin miktarlarının 

tespit edilmesinde bileşiklere ait HPLC kromatogramlarından elde edilmiş integre 

alanlar ve standart maddelerin ara stok çözeltileri ile hazırlanmış kalibrasyon 

eğrilerinden yararlanılmıştır. 
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3.2.7. In-vitro gastrointestinal sindirim (biyoerişilebilirlik) tayini 

 

In-vitro gastrointestinal sindirim yöntemi, ekstrakt örneklerinin fenolik bileşiklerinin 

biyoerişilebilirliğini değerlendirmek amacıyla, Minekus vd.’ne (2014) göre, gastrik ve 

intestinal sindirim olmak üzere 2 aşamada gerçekleştirilmiştir. Yöntem kısaca aşağıdaki 

gibi uygulanmıştır: 

Gastrik aşaması; 10 mL ekstrakt, 7,5 mL mide sıvısı (Çizelge 3.5), 1,6 mL stok pepsin 

çözeltisi (mide sıvısı ile hazırlanmış, 25000 U/mL; pepsinin aktivitesi 3200-4500 U/mg 

protein), 5 μL 0,3 M kalsiyum klorür dihidrat (CaCl2), 0,2 mL 1M 

hidroklorik asit (HCl) (pH’yı 3’e ayarlamak için) ve 0,695 μL su ile karıştırılmıştır. 

Elde edilen karışımın enzim aktivitesi 2000 U/mL olmuştur. Karışım daha sonra 37 

°C’de çalkalamalı su banyosunda 2 saat inkübasyona bırakılmıştır. Ekstrakt dışında aynı 

kimyasallar kullanılarak aynı koşullar altında kör hazırlanmıştır.  

 

Bağırsak aşaması; 10 mL gastrik kısım, 5,5 mL bağırsak sıvısı (Çizelge 3.5), 2,5 mL 

stok tripsin bazlı pankreatin çözeltisi (bağırsak sıvısı ile hazırlanmış, 800 U/mL; 

pankreatinin aktivitesi 100 USP U/mg protein), 1,25 mL 160 mM safra, 20 μl 0,3 M 

CaCl2, 0,075 mL 1M sodyum hidroksit (NaOH) (pH’yı 7’ye ayarlamak için) ve 

0,655 mL su ile karıştırılmıştır. Elde edilen karışımın enzim aktivitesi 100 U/mL 

olmuştur. Karışım daha sonra 37 °C’de çalkalamalı su banyosunda 2 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. Ekstrakt dışında aynı kimyasallar kullanılarak aynı koşullar altında kör 

hazırlanmıştır.  

 

Son olarak, gastrik ve intestinal sindirim sonrası karışımlar 12000 x g’de 4 °C’de 10 

dakika santrifüj edildikten sonra, Whatman No:1 ile filtre edilmiş ve TP ve antioksidan 

kapasite (AK) analizleri için -18 °C de muhafaza edilmiştir. 

 

Her iki aşama için (mide ve bağırsak); fenolik bileşiklerin miktarı spektrofotometre ile 

belirlendikten sonra, bileşiklerin Biyoerişilebilirliği (%) aşağıdaki gibi hesaplanmıştır. 

 

                               Biyoerişilebilirlik (%) = (
Ksindirilmiş

Ksindirilmemiş
) x100                               (3.7) 

 

Ksindirilimiş     : Mide/bağırsak aşamasından sonraki konsantrasyon (mg) 

Ksindirilmemiş : Sindirilmemiş örnekteki konsantrasyon (mg) 
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Çizelge 3.5. Sindirim sıvılarının hazırlanması* 

 

Bileşen Formül 

Stok çözelti 

(mol/L) 

Mide sıvısı 

(pH:3) 

Bağırsak 

sıvısı (pH:7) 

Stoktan 

alınan miktar 

(500mL) 

Stoktan 

alınan miktar 

(500mL) 

Potasyum klorür KCl 0,5 6,9 6,8 

Monopotasym 

fosfat 
KH2PO4 0,5 0,9 0,8 

Sodyum 

karbonat 
NaHCO3 1 12,5 42,5 

Sodyum klorür NaCl 2 11,87 9,6 

Magnezyum 

klorür 

hekzahidrat 

MgCl2(H2O)6 0,15 0,4 1,1 

Amonyum 

karbonat 
(NH4)2CO3 0,5 0,5 - 

*Tüm sindirim sıvıları distile su ile 500 mL’ye tamamlanmıştır. 

 

3.2.8. Askorbik asit (AA) tayini 

 

Çay yaprağından AA ekstraksiyonu için Karaca ve Velioglu (2020) tarafından belirtilen 

yöntem, modifiye edilerek kullanılmıştır. Buna göre örneklerden 0,25 g alınarak üzerine 

%0,5’lik metafosforik asit (MFA) çözeltisinden 6 mL ilave edilmiş, karışım 1 dakika 

vortekste tutulduktan sonra kaba filtre kağıdından süzülmüştür. Daha sonra elde edilen 

ekstraktlar, 0,45 µm membran filtreden geçirildikten sonra HPLC’ye enjekte edilmiştir. 

Örneklerde AA in tanımlanması için en uygun HPLC çalışma koşulları ve elusyon 

programı Çizelge 3.6’da verilmiştir.  
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Çizelge 3.6. AA analizi için HPLC çalışma koşulları ve elusyon programı 

 

HPLC çalışma koşulları 

Sistem  : Shimadzu (Prominence serisi) 

Yazılım : LCb solution 

Kolon : Novaselect (250x4,6 mm, ID; 5 µm; C18) 

Kolon fırını : CTO-10AS VP 

Kolon Sıcaklığı : 30 °C 

Dedektör  : Photodiode array (PDA) 

Dedeksiyon dalga boyu : 242 nm 

Pompa  : LC-20AD 

Akış Hızı : 1 mL/dak 

Enjeksiyon Miktarı : 20 µL 

Elusyon programı   

Süre (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 

 

Örneklerdeki AA’nın tanımlanması, bileşiğin kolondaki alıkonma süresi, UV-

spektrumunun standart AA’ya ait süre ve spektrumla karşılaştırılması ve standart 

AA’nın çay ekstraktına ilave edilmesiyle yapılmıştır. AA’ya ait pikin tanımlanması ve 

miktarının hesaplanması bileşiğin maksimum absorbans değeri verdiği 242 nm dalga 

boyunda gerçekleştirilmiştir. Miktar tespit edilmesinde AA’ya ait HPLC 

kromatogramlarından elde edilmiş integre alanlar ve standart AA’nın ara stok çözeltileri 

ile hazırlanmış kalibrasyon eğrilerinden yararlanılmıştır. 

 

3.2.9. İstatistiksel analiz 

 

İstatistik analizleri SPSS (SPSS statistics 23, IBM. 2015) programı ile 

gerçekleştirilmiştir. Sonuçlar, 3 tekrarlı ölçümlerin ortalaması ± standart sapma olarak 

verilmiştir. Elde edilen verilere, tek yönlü ANOVA kullanılarak varyans analizi 
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uygulanmıştır. Ortalamalar arasındaki önemli farklılıklar, Duncan çoklu karşılaştırmalı 

testi ile belirlenmiştir. 
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4. BULGULAR ve TARTIŞMA 

 

4.1. Çay Yaprağından Polifenollerin Ekstraksiyonuna ait Model Analizi 

 

Çay yaprağından, sulu etanol çözeltisi kullanılarak elde edilen ekstraktlara ait deneysel 

ve kullanılan modele göre tahmin edilen TP ve RTA değerleri Çizelge 4.1’de 

verilmiştir. Etanol, ucuz olması, toksik olmaması ve çevreye dost solvent olması 

(Amado vd., 2014; Gunathilake vd., 2019; Sablania vd., 2019) gibi avantajları nedeniyle 

ekstraksiyon solventi olarak seçilmiştir. Çizelge 4.1 incelendiğinde, çay yaprağı 

ekstraktlarında deneysel olarak belirlenen TP ve RTA’nın sırasıyla 46,81-95,97 mg 

GAE/g KM ve 8,12-20,84 g AAE/100 g KM arasında değiştiği görülmektedir.  

 

Çay yaprağı ekstraktlarının TP ve RTA için yapılan varyans analizi (ANOVA), modelin 

yüksek determinasyon katsayıları (R2) ile oldukça önemli (p<0,05) olduğunu 

göstermiştir (Çizelge 4.2). Bu sonuç, ekstraktların TP (R2 = 93,44) ve RTA (R2 = 95,45) 

için elde edilen deneysel ve tahmini veriler arasında yüksek korelasyon olduğunu 

göstermektedir (Şekil 4.1). Çizelge 4.2 incelendiğinde, elde edilen modelin 

uygunluğunu ölçen, model uyumsuzluğu (lack of fit) önemsiz (p>0,05) bulunmuştur. Bu 

durum, modelin bağımsız değişkenlerin (ekstraksiyon parametrelerinin) incelenen 

aralıklarındaki herhangi bir kombinasyonunda çay yaprağından elde edilen ekstraktların 

TP ve RTA’nı tahmin etmek için kullanılabileceğini göstermektedir.  

 

4.2. Ekstraksiyon Parametrelerinin Çay Yaprağı Ekstraktının TP ve RTA Üzerine 

Etkisi 

 

Varyans analizi sonuçlarına göre, ekstraksiyon parametrelerinin her iki yanıt üzerine 

lineer etkisinin önemli olduğu gözlenmiştir (p<0,05) (Çizelge 4.2). Ancak sadece, 

sürenin RTA üzerine lineer etkisi önemli bulunmamıştır. Bu durum, TP ve RTA’nın 

ekstraksiyon parametrelerinden oldukça fazla etkilendiğini göstermektedir. Süre hariç, 

Ü/S oranı ve etanol konsantrasyonunun karesel terimlerinin TP ve RTA’nın her ikisi 

üzerine önemli bir etkiye sahip olduğu gözlenmiştir (p<0,05). İnteraksiyon terimleri 

açısından ise sadece Ü/S oranı x etanol konsantrasyonu etkileşimi TP ve RTA’yı önemli 

ölçüde etkilemiştir (p<0,05).   
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Çizelge 4.1. Box-Behnken deney tasarımına göre elde edilen TP ve RTA değerleri 

 

Deney no. Bağımsız değişken Bağımlı değişken 

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 1 0 81,61 81,45 14,00 13,89 

3 0 0 0 86,85 88,08 20,84 19,44 

4 0 -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 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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Şekil 4.1. Çay yaprağı ekstraktının TP (A) ve RTA (B) için tahmini ve deneysel 

değerlerin karşılaştırılması  

 

Çizelge 4.2. Etanol ekstraktlarının TP ve RTA için Yanıt-Yüzey Metoduna ait varyans 

analizi  

 

 Varyasyon kaynakları SDa KTb KOc F değeri p değeri 

TP 

Model 9 6021,81 669,09 31,64 0,000 

Doğrusal 3 2466,21 822,07 38,87 0,000 

Ü/S oranı 1 810,12 810,12 38,31 0,000 

Konsantrasyon 1 1562,89 1562,89 73,90 0,000 

Süre 1 93,19 93,19 4,41 0,049 

Karesel 3 3352,58 1117,53 52,84 0,000 

Ü/S oranı*Ü/S oranı 1 414,88 414,88 19,62 0,000 

Kons.*Kons. 1 3056,67 3056,67 144,53 0,000 

Süre*Süre 1 0,20 0,20 0,01 0,923 

İnteraksiyon 3 203,02 67,67 3,20 0,045 

Ü/S oranı*Konsantrasyon 1 142,59 142,59 6,74 0,017 

Ü/S oranı*Süre 1 20,78 20,78 0,98 0,333 

Konsantrasyon*Süre 1 39,64 39,64 1,87 0,186 

Artık 20 422,98 21,15   

Model uyumsuzluğu 3 117,91 39,30 2,19 0,127 

Hata 17 305,07 17,95   

Toplam 29 6444,79    

R2 = 93,44       Düzeltilmiş-R2 = 90,48      Tahmini-R2 = 87,47 

 

A B R2 = 93,44 R2 = 95,45 
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Çizelge 4.2. Etanol ekstraktlarının TP ve RTA için Yanıt-Yüzey Metoduna ait varyans 

analizi (devam) 

 

 Varyasyon kaynakları SDa KTb KOc F değeri p değeri 

RTA 

Model 9 343,459 38,162 46,59 0,000 

Doğrusal 3 64,441 21,480 26,22 0,000 

Ü/S oranı 1 45,857 45,857 55,98 0,000 

Konsantrasyon 1 16,645 16,645 20,32 0,000 

Süre 1 1,939 1,939 2,37 0,140 

Karesel 3 274,536 91,512 111,72 0,000 

Ü/S oranı*Ü/S oranı 1 18,504 18,504 22,59 0,000 

Kons.*Kons. 1 265,152 265,152 323,69 0,000 

Süre*Süre 1 2,709 2,709 3,31 0,084 

İnteraksiyon 3 4,482 1,494 1,82 0,175 

Ü/S oranı*Konsantrasyon 1 3,785 3,785 4,62 0,044 

Ü/S oranı*Süre 1 0,539 0,539 0,66 0,427 

Konsantrasyon*Süre 1 0,158 0,158 0,19 0,665 

Artık 20 16,383 0,819   

Model uyumsuzluğu 3 0,363 0,121 0,13 0,942 

Hata 17 16,020 0,942   

Toplam 29 359,842    

R2 = 95,45      Düzeltilmiş-R2 = 93,40      Tahmini-R2 = 91,07 
a: Serbestlik derecesi b: Kareler toplamı c: Kareler ortalaması*: p<0,05. 
 

Kullanılan faktör düzeyleri ile yanıtlar arasındaki ilişkiyi gösteren ve regresyon analizi 

sonucu elde edilen model eşitlikleri aşağıda verilmiştir. 

 

TP = 88,08+7,12A+9,88B+2,41C-7,50A2-20,35B2+0,17C2+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) 

 

Eşitlikteki (2 ve 3) negatif değerler, faktörlerdeki artışa karşılık yanıtlardaki azalma 

eğilimini gösterirken, pozitif değerler artma eğilimini göstermektedir (Barizão vd., 
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2013). Eşitliklerden görüldüğü üzere, TP ve RTA değerlerinde Ü/S oranı, etanol 

konsantrasyonu ve ekstraksiyon süresindeki artışa bağlı olarak β1, β2 ve β3 terimleri 

nedeniyle artış tespit edilmiştir. Söz konusu bağımsız değişkenlerin karesel ve 

interaksiyon terimleri için de pozitif ve negatif değerlerin olduğu gözlenmiştir.  

 

Yapılan varyans analizi sonucuna göre bağımlı ve bağımsız değişkenler arasındaki ilişki 

önemli bulunduğundan, ekstraksiyon parametrelerinin TP ve RTA değerlerini nasıl 

etkilediğini belirlemek amacıyla üç boyutlu yanıt yüzey ve iz düşüm grafikleri 

çizilmiştir (Şekil 4.2 ve Şekil 4.3). Grafikler çizilirken, ekstraksiyon parametrelerinden 

biri merkez seviyede sabit tutulurken, diğer ikisi deneme aralığı içerisinde 

değiştirilmiştir. Şekil 4.2 a, b ve Şekil 4.3 e, f’de görüldüğü gibi TP ve RTA değerleri, 

etanol konsantrasyonu %100 (kod = +1) den %80’e (kod = 0) doğru düşerken artmıştır. 

Ancak, %60’a (kod =  -1) doğru azalma eğilimi göstermiştir. Bu sonuçla uyumlu olarak 

C. H. Lee vd. (2016), soya fasulyesinden üç farklı konsantrasyonda etanol çözeltisi ile 

elde edilen ekstraktların TP içeriği, etanol konsantrasyonu %50 den %75’e çıktığında 

artış gösterirken, %95’lik etanol kullanıldığında azalma eğilimi göstermiştir. Benzer 

şekilde  Y. Zhou vd. (2019), etanol konsantrasyonu %20 den %60’a doğru arttıkça 

antioksidan polifenollerin konsantrasyonunun arttığını, %60’ın üzerinde azaldığını 

tespit etmişlerdir. Araştırıcılar bu durumun farklı etanol konsantrasyonlarının 

polaritelerindeki farklılıktan kaynaklandığını belirtmişlerdir. Etanol 

konsantrasyonundaki değişiklik bileşiklerin çözünürlüklerini değiştirmesinin yanı sıra 

solventin fiziksel özelliklerini (yoğunluk, dinamik viskozite ve dielektrik sabiti gibi) de 

değiştirdiğinden bu durum fenolik bileşiklerin ekstraksiyonunu etkilemektedir (Zardo 

vd., 2019). Etanol konsantrasyonunun polifenollerin ekstraksiyonunu etkilediği Riciputi 

vd. (2018) tarafından yapılan çalışmada da bildirilmiştir.  

 

Ekstraksiyon parametrelerinden Ü/S oranı, TP ve RTA’nı önemli düzeyde etkilemiştir 

(p<0,05). Şekil 4.2 a, d ve Şekil 4.3 a, d’de görüldüğü gibi, TP ve RTA, Ü/S oranı 

1/25’ten (kod = -1), 1/50’ye (kod = 0) doğru artış göstermiş ve merkez nokta ile 1/75 

oranı (kod = +1) arasında en yüksek TP ve RTA değerleri elde edilmiştir. Benzer 

şekilde, Y. Zhou vd. (2019) tarafından fasulye kabuğundan polifenollerin 

ekstraksiyonunu gerçekleştirdikleri çalışmalarında, Ü/S oranı 1/10’dan 1/25’e arttıkça 
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antioksidan aktivite artmış ve 1/25 ile 1/40 oranı arasında maksimum düzeye ulaşmıştır. 

Araştırıcılar 1/29,3 oranını optimal nokta olarak belirlemişlerdir. 

 

Etanol konsantrasyonunun Ü/S oranı ile etkileşiminin TP ve RTA üzerine önemli etki 

(p<0,05) yaptığı gözlenmiştir (Şekil 4.2 a, b ve Şekil 4.3 a, b). Y. Zhou vd. (2019) da, 

kırmızı kuru fasulyeden elde ettikleri ekstraktın, antioksidan aktivesi için benzer sonucu 

bulmuştur. Ü/S oranı, merkez noktadan (kod = 0) maksimum noktaya (kod = +1) 

yaklaşırken, etanol konsantrasyonunun maksimum (kod = +1) veya minumum (kod = -

1) noktadan, merkez noktaya (kod = 0) doğru yaklaştığında TP ve RTA değerlerinin 

arttığı gözlenmiştir.  
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Şekil 4.2. Ü/S oranı, etanol konsantrasyonu ve süreye bağlı olarak TP’deki değişimi 

gösteren yanıt yüzey (a, c ve e) ve iz düşüm (b, d ve f) grafikleri (Ü/S oranı 1/50 (e ve 

f), etanol konsantrasyonu %80 (c ve d) ve ekstraksiyon süresi 35 dak (a ve b) olarak 

sabitlenmiştir) 
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Şekil 4.3. Ü/S oranı, etanol konsantrasyonu ve süreye bağlı olarak RTA’deki değişimi 

gösteren yanıt yüzey (a, c ve e) ve iz düşüm (b, d ve f) grafikleri (Ü/S oranı 1/50 (e ve 

f), etanol konsantrasyonu %80 (c ve d) ve ekstraksiyon süresi 35 dak (a ve b) olarak 

sabitlenmiştir) 

 

4.3. Optimizasyon Koşulları 

 

Çalışma bulguları, taze çay yaprağından ekstrakte edilen polifenol miktarının yüksek 

olması için faktör düzeyleri arasında belli bir dengenin olması gerektiğini göstermiştir. 

Bu nedenle Box-Behnken tasarımı ile optimizasyon yapılarak, polifenol miktarının 

maksimum olabilmesi için en uygun faktör düzeyleri belirlenmiştir. Optimizasyon 
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sonucu, en yüksek TP değeri elde edilebilmesi için Ü/S oranının 1/60,86, etanol 

konsantrasyonunun %84,65 ve ekstraksiyon süresinin 50 dakika olması gerektiği 

belirlenmiştir. Bu koşullar uygulanarak yapılacak ekstraksiyon sonucunda, hedeflenen 

tahmini TP miktarının 92,74 mg GAE/g KM olacağı tespit edilmiştir. Bu sonucun 

sağlanıp sağlanamadığını kontrol etmek yani modelin geçerliliğini analiz etmek 

amacıyla optimum olarak belirlenen koşullarda yapılan 3 tekrarlı ekstraksiyon 

sonucunda TP miktarı 95,79 mg GAE/g KM olarak bulunmuştur. Bu sonuç, deneysel 

TP miktarının optimizasyon sonucunda olması gereken tahmini TP miktarı ile oldukça 

uyumlu olduğunu göstermiştir.  

 

Literatürde, farklı kaynaklardan polifenollerin ekstraksiyonunun optimizasyonu ile ilgili 

birçok çalışma mevcuttur. Bununla birlikte, bu çalışmadaki optimum ekstraksiyon 

koşullarını, ekstraksiyon yöntemini optimize etmek için aynı bağımsız değişkenlerin 

kullanıldığı önceki sınırlı çalışmalardan (Strati vd., 2018; Y. Zhou vd., 2019) elde 

edilenlerle karşılaştırmak oldukça zordur. Bunun başlıca nedenleri, uygulanan 

ekstraksiyon yöntemlerinin ve araştırma materyallerinin farklı olmasıdır. 

 

4.4. Farklı Dönemlerde Toplanmış Taze Çay Yaprağının TP, RTA, TF ve AA 

Miktarları 

 

Taze çay yaprağı örneklerinden elde edilen ekstraktlara ait TP, RTA, AA ve TF 

değerleri Çizelge 4.3 ve Şekil 4.4’de verilmiştir. 

 

Çizelge 4.3. 2019 ve 2020 yılında farklı dönemlerde toplanmış taze çay yaprağının TP 

(mg GAE/g KM), RTA (g AAE/ 100 g KM), AA (mg/100 g KM) ve TF (mg RE/g KM) 

değerleri  
 

  Dönem 

  Mayıs Temmuz Eylül 

2019 

TP  83,72 ± 0,02a* 79,16 ± 0,53a 94,74 ± 2,59b 

RTA  15,59 ± 0,37b 14,09 ± 0,17a 17,45 ± 0,15c 

AA  41,92 ± 0,29c 36,46 ± 0,34b 33,54 ± 0,39a 

TF  69,79 ± 1,18a 67,81 ± 2,97a 73,28 ± 0,43a 

2020 

TP  74,10 ± 1,72a 92,21 ± 0,60b 108,19 ± 1,24c 

RTA  12,70 ± 0,13a 17,30 ± 0,50b 21,80 ± 0,46c 

AA  33,99 ± 0,37a 38,55 ± 0,28b 34,26 ± 0,22a 

TF  63,69 ± 1,59a 64,23 ± 0,41a 91,16 ± 4,66b 

*Aynı satırdaki küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar önemlidir (p<0,05). 
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Şekil 4.4. Farklı yıl ve hasat döneminde toplanmış taze çay yaprağının TP (A), RTA 

(B), AA (C) ve TF (D) grafikleri  

 

TP; taze çay yaprağı örneklerinden optimum koşullarda ekstraksiyon yapılmış ve 

International Organization for Standardization’a (2005) (FCR yöntemi 1) göre TP 

analizi gerçekleştirilmiştir. Ekstraktların TP içeriği, hasat yılı ve dönemine bağlı olarak 

önemli oranda değişmiştir (74,10-108,19 mg GAE/g KM ) (Çizelge 4.3).  

 

Roshanak vd. (2016), hasat sonrası, 1 dak süre ile 90 °C’de haşladıktan sonra farklı 

kurutma yöntemleri uygulayarak kuruttukları taze çay yaprağından, %80 metanol ile 

yapılan ekstraksiyon sonrası TP miktarını, 109,85 mg GAE/g KA (gölgede kurutma) ile 

143,09 mg GAE/g KA (dondurarak kurutma) arasında tespit etmiştir. Erturk vd. (2010) 

ise üç farklı dönemde hasat edilmiş, yedi farklı klona ait taze çay yaprağının sıcak hava 

ile (45 °C’de, 36 saat) kurutulduktan sonra, metanol ile elde edilen ekstraktlarında 33,00 

mg GAE/g KA ile 291,18 mg GAE/g KA düzeyinde TP saptamıştır. Bu çalışma 

kapsamında, gölgede kurutulmuş taze yapraklarda tespit edilen TP içeriği, araştırıcıların 

buldukları sonuç ile uyum göstermiştir. Diğer taraftan, Somsong vd. (2020), doğrudan 

dondurarak kurutulmuş taze çay yaprağından, %25 etanol ile elde ettikleri ekstraktta, bu 
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çalışmadan elde edilen sonuca göre daha fazla, 379,01 mg GAE/g KA düzeyinde TP 

tespit etmiştir. Sonuçlar arasındaki farklılık, ekstraksiyon koşullarının farklılığından ve 

çay yapraklarının farklı klonlara ait olmasından kaynaklanabilmektedir. 

 

Bu çalışma ile elde edilen TP sonuçları, polifenollerce zengin olarak bilinen yeşil çayın 

TP değerleriyle de karşılaştırılmıştır. Buna göre, daha önce yapılan bazı çalışmalarda, 

yeşil çayın su ekstraktlarında, 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 karşılık gelmektedir) (Jakubczyk vd., 

2020) ve etanol (%80) ekstraktında 45,7 mg GAE/g KA (Cho vd., 2014) düzeyinde TP 

olduğu belirtilmiştir. Bu sonuçlar, taze çay yaprağının, yeşil çaya göre işlem görmemiş 

olması nedeniyle, daha ekonomik bir polifenol kaynağı olarak değerlendirilebileceğini 

göstermektedir.  

 

Hasat yılı ve döneminin çay yaprağının TP miktarı üzerine etkisi incelendiğinde, 2020 

yılına ait yaprakların TP içeriği genellikle daha yüksek bulunmuştur. Hasat dönemi, 

yaprakların TP içeriğini önemli ölçüde etkilemiştir (p<0,05). En fazla TP, her iki yıl için 

de Eylül ayında toplanan yapraklarda tespit edilmiştir. Benzer şekilde, Erturk vd. (2010) 

da ilk hasat dönemi olan Mayıstan, üçüncü ve son hasat dönemi olan Eylüle doğru taze 

çay yapraklarının TP içeriğinde artış gözlemlemişlerdir. Araştırıcılar, bu duruma 

Rize’nin Eylül ayında daha fazla güneş almasının ve bu ayda gece ve gündüz sıcaklık 

farkının yüksekliği ve yağışların düzensizliğinden kaynaklanan stres koşullarının sebep 

olabileceğini belirtmişlerdir. Dai vd. (2015) ise farklı dönemlerde toplanan çay 

yapraklarından üretilen yeşil çayın fenolik bileşiklerinin, döneme göre farklılıklar 

gösterdiğini bildirmişlerdir. Y. Chen vd. (2010), farklı yüksekliklerde ve farklı 

mevsimlerde toplanan çay yapraklarından oolong çay elde ettikleri çalışmalarında, alçak 

bölgelerden sonbaharda toplanan yapraklar kullanıldığında, oolong çayın önemli kalite 

parametrelerinden olan toplam kateşinlerin, ilkbahara göre daha fazla olduğunu 

saptamışlardır.  

 

RTA; taze çay yapraklarından optimum koşullarda yapılan ekstraksiyon sonucunda, 

elde edilen ekstraktların RTA değerleri, hasat yılı ve dönemine bağlı olarak 12,70 ile 

21,80 g AAE/100 g KM arasında değişkenlik göstermiştir (Çizelge 4.3). Taze çay 
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yaprağının antioksidan aktivitesine ilişkin literatürde az sayıda çalışmaya rastlanmış 

olup, bu çalışmalarda aynı antioksidan yöntemi farklı modifikasyonlarla uygulanmış, 

farklı standart maddeler kullanılmış ve sonuçlar farklı birimler üzerinden ifade 

edilmiştir. Bu durum, bu çalışmadan elde edilen sonuçların literatür değerleriyle 

karşılaştırılmasını zorlaştırmaktadır. Ancak, diğer taraftan yeşil çayın antioksidan 

aktivitesi üzerine daha önce yapılan çalışmalarla karşılaştırıldığında; örneğin, Ramírez-

Aristizabal vd.'nin (2017) yeşil çayın farklı sıcaklıktaki su ekstraktlarında, bu 

çalışmanın sonuçlarından daha düşük antioksidan aktivite (22,36-110,01 mg trolox 

eşdeğeri (TE)/g çay) tespit ettikleri söylenebilmektedir.  

 

RTA değeri, en fazla 2020 yılının Eylül döneminde toplanmış çay yaprağında bulunmuş 

olup, sonuçlar TP miktarları ile paralellik göstermiştir. Bu durum, antioksidan aktiviteye 

sahip olduğu bilinen polifenollerin, en fazla Eylül dönemine ait yaprakta tespit edilmesi 

ile açıklanabilmektedir. Nitekim daha önce yapılan birçok çalışmada (Figueroa vd., 

2016; Lutz vd., 2015), bitkisel materyallerin toplam fenolik madde içeriği ile 

antioksidan aktiviteleri arasında kuvvetli bir ilişki olduğu saptanmıştır. Erturk vd. 

(2010) da, bu çalışmanın sonucu ile uyumlu olarak, Eylül dönemi hasat edilen taze çay 

yapraklarının, Mayıs ve Temmuza göre en yüksek antioksidan aktivite içerdiğini 

belirtmişlerdir. Ancak, bu çalışmanın sonucundan farklı olarak, Topuz vd. (2014), 

Mayıs ve Temmuz ayında hasat edilen çay yapraklarından, 120 °C’de 90 s süre ile 

buhar uygulaması, soğutma ve 95 °C’de kurutma uygulayarak elde ettikleri yeşil çay 

tozunda, antioksidan aktivite açısından bir farklılık olmadığını saptamışlardır. Bu 

durum, çay yapraklarının ekstraksiyonunda kullanılan solventin farklı olması ve 

dolayısıyla farklı polariteye sahip antioksidan bileşiklerin aktivitelerinin farklı 

olmasından kaynaklanabilmektedir. Çünkü antioksidan aktivite antioksidan bileşiklerin 

sadece miktarı ile ilişkili olmayıp aynı zamanda onların kimyasal yapısı ve birbirleriyle 

olan etkileşimleri ile de ilişkilidir (L. S. Lee vd., 2013). 

 

TF; Çizelge 4.3’de görüldüğü gibi, çay yapraklarının TF miktarı, 63,69 ile 91,16 mg 

RE/g KM olarak hasat yılı ve dönemine göre değişiklik göstermiştir. Bu sonuçlar, 

yaprak örneklerinin TF miktarının, TP miktarından daha düşük olduğunu 

göstermektedir. Roshanak vd. (2016), hasat sonrası, gölgede kurutma da dahil farklı 

kurutma yöntemleri uygulayarak kuruttukları taze çay yaprağından, %80 metanol ile 
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yapılan ekstraksiyon sonrası TF miktarını, 14,30 (mikrodalga ile kurutma) ile 38,18 mg 

kuersetin eşdeğeri/g KA (100 °C’de sıcak hava ile kurutma) arasında, tespit etmiştir. 

Araştırıcıların bulduğu bu sonuçlar, bu çalışmadan elde edilen TF değerlerinden düşük 

olmasına rağmen, bu sonuçların aynı araştırmada belirtilen TP değerlerinden düşük 

olması, bu çalışmanın sonuçlarıyla uyum sağlamaktadır. Benzer şekilde, yeşil çayın 

etanol (%80) ekstraktında ve farklı sıcaklıktaki su ekstraktlarında sırasıyla 34,3 mg 

kateşin eşdeğeri (CE)/g çay (Cho vd., 2014) ve 2,67-8,41 mg CE/g çay (Ramírez-

Aristizabal vd., 2017) düzeyinde, aynı çayların TP miktarlarından daha az miktarlarda 

TF tespit edilmiştir.  

 

Hasat dönemi açısından, TF içeriği, TP ve RTA sonuçları ile paralellik göstermiş olup, 

en fazla her iki yıla ait Eylül döneminde toplanmış çay yapraklarında saptanmıştır. Bu 

durumun, TP bölümünde bahsedildiği gibi, Eylül ayına ait meteorolojik parametrelerden 

kaynaklandığı düşünülmektedir. Ayrıca, 2020 yılı Eylül dönemi yapraklarının TF 

içeriğinin, 2019 yılı Eylül dönemine göre daha fazla olduğu gözlenmiştir. 

 

AA; taze çay yaprağının, esas olarak polifenollerce zengin olmasına rağmen, vitamin ve 

mineraller açısından da önemli bir kaynak olduğu belirtilmektedir (Roshanak vd., 

2016). AA, hem antioksidan aktiviteye (Park vd., 2009) sahip olması hem de çay 

yaprağının fenolik bileşikleri arasında yer alan rutin ile dolaşım sistemi üzerine sinerjik 

etkiye sahip olması (Jakubczyk vd., 2020) nedeniyle çay yaprağının önemli 

bileşenlerinden biridir. Ancak, çay yaprağının çaya işlenmesi sırasında, üretilen çay 

çeşidine göre değişen oranlarda parçalandığı hatta siyah çaydaki miktarının, tespit 

edilemeyecek düzeye düştüğü belirtilmektedir (S. D. Lin vd., 2014). 
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Şekil 4.5. Çay yaprağındaki askorbik aside ait HPLC kromatogramı  

 

Yaprak örneklerinin AA miktarı HPLC analizi (Şekil 4.5) ile belirlenmiş olup, hasat yılı 

ve dönemine bağlı olarak 33,54-41,92 mg/100 g KM arasında değişkenlik göstermiştir 

(Çizelge 4.3). Hasat sonrası, farklı yöntemlerle kurutulan taze çay yaprağında bu 

çalışmadan elde edilen sonuçlardan daha düşük miktarda AA (10,00-16,36 mg/100 g 

KM) tespit edilmiştir (Roshanak vd., 2016). Diğer taraftan, Jakubczyk vd. (2020), 

matcha çayının su ekstraktlarında daha yüksek, 32,12-44,80 mg/L (183,54-256,00 

mg/100 g KA’ya karşılık gelmektedir), AA saptamıştır. Sonuçlar arasında görülen bu 

farklılıklar, yaprak çeşidi, analiz öncesi uygulanan ekstraksiyon yöntemi ve analizin 

geçekleştirildiği yöntemin (spektrofotometrik ya da kromatografik gibi) farklı 

olmasından kaynaklanabilmektedir. Örneğin; spektrofotometrik yöntemin 

hassasiyetinin, HPLC yönteminden daha az olması, sonucun olduğundan daha yüksek 

çıkmasına neden olmaktadır. Ayrıca, AA’nın, nemli ve oksijenli ortamlarda kolaylıkla 

okside olması (Zhao vd., 2012) nedeniyle, yaprağın maruz kaldığı koşullara bağlı olarak 

analiz öncesinde ve sırasında değişen oranlarda parçalanabileceği düşünülmektedir. 

Nitekim Das ve Eun, (2018), çaydan AA ekstraksiyonu sırasında, ekstraksiyon süre ve 

sıcaklığındaki artışla AA’nın azaldığını belirtmiştir.  

 

Çay yaprağının AA içeriği üzerine, hasat yılının ve döneminin etkisi olmamasına 

rağmen (Çizelge 4.3), 2019 yılı için en yüksek AA içeriği Mayıs dönemi yaprağında 

2020 yılı için de Temmuz dönemi çaylarda gözlenmiştir. 
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4.5. Taze Çay Yaprağının Bireysel Fenolik Bileşikleri 

 

Çay yaprağı örneklerinin TP analizi sonucunda en yüksek TP içerdiği tespit edilen 2020 

yılının Eylül dönemine ait çay yaprağında bireysel fenolik bileşikleri belirlemek 

amacıyla HPLC analizi gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.6). Analiz sonucunda çay 

yaprağında fenolik asitlerden gallik asit (GA), kateşinleri (flavan-3-olları) oluşturan 

bileşiklerden EGC, EGCG ve ECG ve flavonol glikozidlerden Q3RG, Q3G ve K3RG 

tanımlanarak miktarları belirlenmiştir (Çizelge 4.4 ve Şekil 4.7).  

 

Çay yaprağında diğer fenolik bileşiklere göre en az düzeyde, GA (0,15 mg/g KM) tespit 

edilmiştir. Diğer taraftan, Jiang vd. (2019), taze çay yaprağında bu çalışmadan elde 

edilen GA miktarının yarısı kadar GA saptamıştır. GA’nın antioksidan aktivitesinin 

yüksek ve vücuda alındığında diğer polifenollere göre daha iyi absorbe olduğu 

belirtilmektedir (Vella vd., 2019). 

 

Çay yaprağında kateşinlerden en fazla EGCG tespit edilmiş olup, onu sırasıyla EGC ve 

ECG izlemiştir (Çizelge 4.4). Bu sıralama, çayda kateşinlerin belirlenmesi üzerine, daha 

önce yapılan çalışmalar (Green vd., 2007; Rusak vd., 2008) ile uyum sağlamıştır. Y. L. 

Lin vd. (1996), mikrodalga fırında (110 V/60 Hz’de 1,5 dak) polifenol oksidaz (PPO) 

enzimini inaktive ettikten sonra, kurutulmuş (105 °C de 2 saat) taze çay yaprağında ve 

Gadkari vd. (2015), -20 °C’de dondurulmuş taze çay yaprağında kateşinlerden en fazla 

EGCG tespit etmişlerdir. Benzer şekilde, Jiang vd. (2019), -80 °C’de muhafaza ettikleri 

taze çay yaprağında ve bundan elde ettikleri farklı çaylarda kateşinlerden en fazla 

EGCG tespit etmiştir. Araştırıcıların yaptıkları çalışmada, EGCG içeriği açısından taze 

çay yaprağı (30,9 mg/g) birinci sırada yer alırken bunu sırasıyla yeşil çay, sarı çay, 

beyaz çay, oolong çay ve siyah çay izlemiştir. EGCG, sağlık etkisi açısından tüm 

kateşinler içinde en yüksek antioksidan aktiviteye sahip kateşin olması (Dufresne & 

Farnworth, 2001; Higdon & Frei, 2003; Stewart vd., 2005) nedeniyle, çay ürünlerinde 

genellikle kalite indikatörü olarak kabul edilmektedir (L. S. Lee vd., 2013).  

 

Çay yaprağında flavonol glikozitlerden en fazla K3RG tespit edilmiş olup, onu sırasıyla 

Q3RG ve Q3G izlemiştir (Çizelge 4.4). Çay yaprağının flavonol glikozitleri üzerine 

herhangi bir çalışmaya rastlanmamakla beraber Somsong vd. (2020), taze çay 

yaprağında flavonol aglikon olarak sırasıyla en fazla kuersetin daha sonra kamferol ve 
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mirisetin tespit etmiştir. Sonuçlar arasındaki farklılık, çeşit, bölge, toprak bileşimi ve 

iklimin farklı olmasından kaynaklanabilmektedir. Ayrıca, Veljković vd. (2013), yeşil 

çayın su ekstraktında, bu çalışmadan elde edilen değerden daha düşük düzeyde (1,091 

g/kg) rutin tespit etmişlerdir.  

 

 
 

Şekil 4.6. Çay yaprağının fenolik bileşiklerine ait HPLC kromatogramları. Pikler: 1, 

GA; 2, EGC; 3, EGCG; 4, ECG; 5, Q3RG (rutin); 6, Q3G; 7, K3RG 

 

Çizelge 4.4’de görüldüğü gibi çay yaprağının fenolik bileşikleri, referans olarak 

piyasadan temin edilen yeşil çay örnekleri ile karşılaştırmalı olarak verilmiştir. Buna 

göre, toplam bireysel fenolik bileşik miktarının en fazla çay yaprağında tespit edilmiş 
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olması, çay yaprağının yeşil çaya işlenmeden zengin bir fenolik bileşik kaynağı olarak 

değerlendirilebileceğini göstermesi açısından oldukça anlamlıdır.  

 

Çizelge 4.4. 2020 yılının Eylül ayında toplanmış taze çay yaprağı ve yeşil çayların 

bireysel fenolik bileşik miktarları (mg/g KM) 

 

Fenolik bileşik Taze çay yaprağı Yeşil çay 1 Yeşil çay 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 

 

 
 

Şekil 4.7. 2020 yılı Eylül ayında toplanmış taze çay yaprağı ile yeşil çayların bireysel 

fenolik bileşik miktarlarının karşılaştırılması 
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4.6. Taze Çay Yaprağının TP ve RTA’nın Belirlenmesinde Kullanılan Yöntemlerin 

Farklı Modifikasyonlarının Karşılaştırılması 

 

FCR yöntemi, basitliği, herhangi bir ekipmanı gerektirmemesi ve tekrarlanabilirliğinin 

iyi olması nedeniyle biyolojik materyallerde TP analizi için yaygın olarak 

kullanılmaktadır (L. Y. Chen vd., 2015). Benzer şekilde, DPPH yöntemi de basit, hızlı, 

radikal stabilitesi yüksek ve ekonomik olması gibi nedenlerle gıdalardaki kimyasalların 

antioksidan aktivitesini değerlendirmek için sıklıkla kullanılmaktadır (X. Chen vd., 

2020; Marinova & Batchvarov, 2011). Ancak bu yöntemlerin uygulanışına yönelik, 

literatürde çok fazla sayıda modifikasyona rastlanmaktadır. Bu durum, yapılan 

çalışmaların sonuçlarının karşılaştırılmasını zorlaştırmaktadır. Bu nedenle, bu 

çalışmada, aynı örneğe her iki yöntemin beş farklı modifikasyonu uygulanmış ve elde 

edilen sonuçların, farklılık düzeyi belirlenmiştir.  

 

Çay yaprağına FCR’nin farklı modifikasyonlarının uygulanması sonucunda, TP miktarı 

108,19-158,00 mg GAE/g KM arasında değişiklik göstermiştir (Çizelge 4.5 

ve Şekil 4.8). Bu durum, reaksiyon ortamını oluşturan kimyasal ve FC ayıracının 

sıralamasının, konsantrasyonunun ve inkübasyon süre ve sıcaklığının TP sonucunu 

etkileyen önemli faktörler (Cicco vd., 2009) olması nedeniyle, uygulanan yönteme bağlı 

olarak reaksiyon koşullarının farklı olmasından kaynaklanabilmektedir. Diğer taraftan, 

FCR yönteminin yukarıda bahsedilen avantajlarının yanı sıra fenolik bileşiklere 

spesifitesinin zayıf olması gibi bir dezavantajı vardır. Şöyle ki, FC ayıracı sadece 

fenollerle reaksiyona girmeyip, fenolik madde olmayan ve gıdalarda sıklıkla bulunan 

organik asit, şeker, protein, demir iyonu ve sülfit gibi diğer indirgen özellikteki 

bileşiklerle de reaksiyona girebilmektedir (Bouayed vd., 2012; Magalhães vd., 2010). 

Bu durum, analiz edilen materyalde TP değerinin gerçekte olması gereken değerden 

daha yüksekmiş gibi sonuçlanmasına neden olmaktadır. Bütün bu nedenlerden dolayı, 

beş farklı yöntemin uygulanması sonucu elde edilen TP sonuçları, HPLC yönteminin 

daha hassas olması nedeniyle, Çizelge 4.5’de görülen aynı örneğe ait HPLC sonucu ile 

karşılaştırılmıştır. HPLC ile çay yaprağında tespit edilen fenolik bileşiklerin toplam 

miktarı 90,05 mg/g KM olup, spektrofotometrik olarak bulunan TP sonuçlarından daha 

düşüktür. Bu sonuç daha önceki çalışmaların (Park vd., 2009; Veljković vd., 2013) 

sonuçlarıyla uyum sağlamıştır. HPLC ile bulunan bu sonuca spektrofotometrik olarak 
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en yakın sonucu veren FCR yöntemi 1 olduğundan bu yöntemin daha güvenilir olduğu 

düşünülmektedir. Bu nedenle bu çalışma kapsamında, örneklerin TP miktarlarını 

belirlemek için kullanılmıştır. 

 

Çizelge 4.5. 2020 yılının Eylül ayında toplanmış taze çay yaprağının TP ve RTA’sının 

belirlenmesinde farklı yöntemlerin karşılaştırılması 

 

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

1 108,19 ± 1,24a* 1 82,63 ± 1,74b 

2 142,55 ± 1,87c 2 74,33 ± 1,16a 

3 147,17 ± 3,26cd 3 95,55 ± 0,05c 

4 126,13 ± 5,01b 4 96,33 ± 0,19c 

5 158,00 ± 1,45d 5 84,80 ± 0,81b 

*: Aynı sütundaki küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar önemlidir (p<0,05). 

 

    
 

Şekil 4.8. Farklı FCR (A) ve DPPH (B) yöntemlerinin karşılaştırılması  

 

Çay yaprağına DPPH yönteminin farklı modifikasyonlarının uygulanması sonucunda, 

RTA değeri %74,33-96,33 arasında değişiklik göstermiştir. Bu durum, TP için 

uygulanan FCR yöntemlerinde olduğu gibi, uygulanan yönteme bağlı olarak reaksiyon 

koşullarının farklı olmasından kaynaklanabilmektedir. Marinova ve Batchvarov (2011), 

DPPH yönteminin, farklı solvent, radikal çözeltisi/ekstrakt oranı, radikal çözeltisi 

konsantrasyonu, süre ve dalga boyu kullanımı gibi farklı koşullarda uygulandığını ve 

solvent ile radikal çözeltisi/ekstrakt oranının, yöntemin doğruluğu üzerine önemli etkisi 
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olduğunu bildirmiştir. Bu çalışma kapsamında, yaprak ekstraktında antioksidan 

aktiviteyi belirlemek için, daha önce yapılan çalışmalarda (Türkmen Erol vd., 2009; 

Turkmen vd., 2006) TP miktarı ile uyumlu sonuç vermesi nedeniyle DPPH yöntemi 1 

kullanılmıştır. 

 

4.7. In-vitro Sindirimin Taze Çay Yaprağının TP ve RTA Üzerine Etkisi 

 

2020 yılı Eylül dönemine ait çay yaprağı ekstraktının, başlangıç ve sindirim 

sonrasındaki TP ve RTA değerleri Çizelge 4.6 ve Şekil 4.9’da verilmiştir. Görüldüğü 

gibi, TP ve RTA değerleri, sindirim sonrasında benzer bir eğilim göstermiş olup, her 

ikisi de başlangıç değerlerine göre, önemli düzeyde azalmıştır (p<0,05) (Çizelge 4.6). 

TP ve RTA değerlerinde en fazla düşüş, intestinal aşamada tespit edilmiştir. Bu durum, 

intestinal sindirim sırasındaki alkali ortamdan dolayı, polifenollerin stabilitesinin daha 

düşük olmasıyla ilişkilendirilmektedir (Fawole & Opara, 2016). Polifenollerin sindirim 

sırasındaki azalmasında; 1) polifenollerin, farklı kimyasal özellikleri olan farklı 

formlara dönüşmesi, 2) kalıntı çözünmüş oksijen, yüksek pH veya reaktif oksijen 

türlerinin varlığında görülen epimerizasyon ve otooksidasyon ve 3) polifenollerin 

gıdanın yapısındaki diğer bileşiklerle olan etkileşiminin rolü olduğu belirtilmektedir 

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

 

Çizelge 4.6. Taze çay yaprağının TP (mg GAE/g KM), RTA (g AAE/ 100g KM) ve TP 

biyoerişilebilirliği (%) 

 

 
Sindirim Aşaması 

Başlangıç Gastrik İntestinal 

TP 108,19 ± 1,24c* 64,29 ± 1,81b 50,40 ± 1,99a 

RTA 21,80 ± 0,45c 8,92 ± 0,18b 4,60 ± 0,100a 

TP biyoerişilebilirliği 100,00 ± 0,00c 59,67 ±1,02b 48,98 ± 0,40a 

*: Aynı satırdaki küçük harflerle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar önemlidir (p<0,05). 
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Şekil 4.9. Taze çay yaprağının in-vitro sindirimine ait TP (A), RTA (B) ve TP 

biyoerişilebilirliği (C) grafikleri   

 

Taze çay yaprağı polifenollerinin ve antioksidan aktivitesinin sindirim sonrası değişimi 

üzerine herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu konuda yapılan sınırlı çalışmalar, 

yeşil çay polifenollerinin değişimi üzerine yoğunlaşmıştır. Rodrigues Silva vd. (2021) 

ile Shu vd. (2019), yeşil çay polifenollerinin biyoerişilebilirliğini, bu çalışmadan elde 

edilen sonuca (%48,98) göre daha düşük, sırasıyla %25,9 ve %9,69-15,57 olarak tespit 

etmişlerdir. Diğer taraftan, Donlao ve Ogawa (2018), yeşil çayın farklı 

infüzyonlarındaki polifenollerin çoğunun gastrik ve intestinal sindirim aşamasında 

stabil olduğunu ve en fazla %6,12 oranında bir azalma görüldüğünü ancak antioksidan 

aktivitenin daha fazla etkilenerek, en fazla %25,7 oranında azalma görüldüğünü 

bildirmişlerdir. Green vd.'ne (2007) göre, gastrik ve intestinal sindirim sonrasında, yeşil 

çayın su ekstraktındaki toplam kateşinlerde, en fazla EGC ve EGCG’de olmak üzere, 

yaklaşık %80,4 oranında azalma görülmüştür. Araştırıcılar, en fazla azalmanın intestinal 

aşamada olduğunu belirtmişlerdir.  

 

TP ve dolayısıyla antioksidan aktivitenin, gastrointestinal sindirim sonrasında azalması, 

daha önce farklı gıdalarla yapılan çalışmalarda da ortaya konmuştur. Bouayed vd. 

(2012), ortalama 44,42 mg/100 g taze ağırlık düzeyinde TP içeren dört farklı elma 

çeşidinin gastrik aşama sonrası TP içeriğinin 35,95 mg/100 g taze ağırlık, pankreatik 

aşama sonrası ise 21,84 mg/100 g taze ağırlık düzeyine düştüğünü belirtmişlerdir. 

Benzer şekilde, on farklı ceviz çeşidinin TP ve RTA değerleri in-vitro sindirim 
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sonrasında, başlangıç değerlerine göre sırasıyla ortalama %74,1 ve %77 oranında 

azalmıştır (Figueroa vd., 2016). Ancak, bu sonuçlardan farklı olarak, S. Wang vd. 

(2017), in-vitro sindirimin üzüm posasının TP ve RTA üzerine etkisini inceledikleri 

çalışmalarında, gastrik aşama sonrasında, bu değerlerin sindirim öncesi değerlerine göre 

değişmediğini, intestinal aşama sonrasında ise azaldığını bildirmiştir. Nar ürünleri ve 

atıkları ile yapılan bir çalışmanın sonucuna göre de, başlangıç TP ve RTA değerleri in-

vitro sindirim sonrasında, araştırmada kullanılan materyale ve ekstraksiyon çözeltisine 

göre farklı eğilimler göstermiştir. Her iki aşama sonunda TP miktarlarında, hem azalma 

hem artış görülürken, RTA değerlerinde, gastrik aşama sonunda azalma, intestinal 

aşama sonunda ise artış gözlenmiştir (Fawole & Opara, 2016). Sonuçlar arasındaki bu 

farklılıkların, materyallerdeki polifenollerin stabilitelerinin ve in-vitro sindirim 

koşullarının farklı olmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. 
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5. SONUÇ  

 

Bu çalışmada, taze çay yaprağının biyoaktif bileşikleri üzerine hasat yılı ve döneminin 

etkisi belirlenmiştir. Çay yapraklarından, Yanıt Yüzey Yöntemi kullanılarak belirlenen 

optimum koşullarda yapılmış polifenol ekstraksiyonu sonucunda, 2020 yılının Eylül 

ayında toplanmış yaprakların TP, RTA ve TF içeriği daha yüksek bulunmuştur. Bu 

yaprakların fenolik bileşik olarak en fazla EGCG içerdiği tespit edilmiştir. Çay 

yapraklarında bulunan diğer bir biyoaktif bileşik olan AA’nın miktarı da hasat yılı ve 

dönemine göre değişkenlik göstermiştir. Örneklerin TP ve RTA’nın belirlenmesinde, 

aynı zamanda literatürde en çok kullanılan FCR ve DPPH yöntemlerinin farklı 

modifikasyonları da karşılaştırılmıştır. Yöntemler arasında istatistiksel olarak önemli 

farklılıklar gözlenmiştir (p<0,05). Çay yaprağının, TP ve RTA değerleri, in-vitro 

sindirim sonrasında, en fazla intestinal aşamada olmak üzere önemli oranda azalmıştır 

(p<0,05). Bu çalışma, uygun dönemde toplanan çay yaprağının, yeşil çaya işlemeden 

sadece gölgede kurutulmasıyla önemli bir polifenol kaynağı olarak kullanılabileceğini 

göstermiştir.  
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