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OZET

Camellia sinensis (L.) O. KUNTZE CiCEGININ EKSTRAKTLARINDAKI BiYOAKTIF
BIiLESIKLERIN HPLC-DAD ile AYDINLATILMASI ve BAKTERIYAL DNA-
POLIMERAZ iNHiBiSYONLARI

Havva ER

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damismani: Yrd. Dog. Dr. Emine AKYUZ TURUMTAY

Camellia sinensis (cay), yapraklari ¢ay yapmak i¢in kullanilan yaprak dokmeyen kiigiik agac
tiirlerinden biridir. Bu bitkinin ¢igekleri sonbahar ve kis mevsiminde cigeklenir. Oncelikle cay
cicegi metanol ekstraktinin Replikatif DNA polimerazlarinda gii¢lii inhibisyon sergiledigi
gozlendi ve bu inhibisyonda aktif bilesiklerin bulunmasi i¢in bu ekstrakt ardarda dietil eter, etil
asetat ve n-butanol ile fraksiyonlandi. Ug organik fraksiyon ve geri kalan sulu kistm ve metanol
ekstraktinin asidik ve bazik hidrolize tabi tutulan fraksiyonlarinin fenolik asit ve flavonoid
igerikleri HPLC-DAD analizi ile arastirildi ve spektofotometrik olarak da aktioksidan kapasite
ve aktiviteleri belirlendi. Hidrolizli ekstraktlar haricindeki tiim ekstrakt ve fraksiyonlarin DNA
polimeraz inhibisyonu ve antimikrobiyal aktiviteleri belirlendi. Etil asetat ve butanol
fraksiyonlar1 Bacillus subtilis” den izole edilen Gram (+) replikatif DNA polimeraz I1la (PolC)
lizerinde giiclii inhibisyon gosterdi. Ote yandan, sulu fraksiyon hari¢ tiim fraksiyonlar ve
metanol ekstrakti Escherichia coli’ den izole edilen Gram (-) DNA polimeraz Illa. (DnaFE)
tizerinde gliglii inhibisyon gosterdi. HPLC-DAD analizlerine gore katesin ve siringik asit etil
asetat ekstraktinda en yiiksek iken, epikatesin, epigallokatesin gallat (EGCGQG), rutin ve luteolin
tirevleri en yiiksek butanol ekstraktinda tespit edildi. Methanol ekstraktinin etil asetat
fraksiyonu en iyi DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi ve en yiiksek toplam fenolik madde
icerigine sahiptir. Tiim ekstrakt ve fraksiyonlar igerisinde ise bazik hidrolizin organik
fraksiyonunda en yiiksek antioksidan kapasite ve aktivite tespit edildi. En yliksek toplam

flavonoid igerigi ise asidik hidrolizin organik fraksiyonunda belirlendi.

2017, 71 sayfa
Anahtar Kelimeler: Camellia sinensis, fenolik bilesikler, HPLC-DAD, DNA- polimeraz

inhibisyonu
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ABSTRACT

ILLUMINATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS IN Camellia sinensis (L.) O. Kuntze
FLOWER EXTRACTS BY HPLC-DAD AND THEIR INHIBITIONS OF BACTERIAL
DNA POLYMERASE

Havva ER

Recep Tayyip Erdogan University
Graduated School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Master Thesis
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Emine AKYUZ TURUMTAY

Camellia sinensis (tea) is a species of evergreen small tree whose leaves are used to produce tea.
Flowers of this plant was blossom in fall and winter seasons. First, it was observed that
methanol extract of tea flower showed strong inhibition on replicative DNA polymerases and
this extract was successively fractionated with diethyl ether, ethyl acetate and n-butanol in order
to find these inhibitory of active compounds. The phenolic acid and flavonoid contents of the
three organic and the remaining aqueous fractions of methanol extract and acidic and basic
hydrolyzed fractions were investigated by HPLC-DAD analysis and their antioxidant activity
and capacities were determined spectrophotometrically. DNA polymerase inhibition and
antimicrobial activities of all extracts and fractions except hydrolyzed extracts were determined.
Ethyl acetate and butanol fractions showed strong inhibition on Gram (+) replicative DNA
polymerase Illa (PolC) isolated from Bacillus subtilis. On the other hand, all fractions except
for the aqueous fraction and the methanol extract showed strong inhibition on Gram (-) DNA
polymerase Illa (DnaE) isolated from Escherichia coli. According to HPLC-DAD analyzes,
catechin and syringic acid were highest in ethyl acetate extract while epicatechin,
epigallocatechin gallate (EGCQ), routine and luteolin derivatives were detected in the highest
butanol extract. The ethyl acetate fraction of the methanol extract has the best DPPH free
radical scavenging activity and the highest total phenolic content. In all extracts and fractions,
the highest antioxidant capacity and activity was detected in the organic fraction of basic
hydrolysis. The highest total flavonoid content was determined in the organic fraction of acidic
hydrolysis.

2017, 71 sayfa

Anahtar Kelimeler: Camellia sinensis, phenolic compounds, HPLC-DAD, DNA- Polymerase

inhibition
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Yasam standartlarinin  yiikselmesi, tliketicilerin satin  aldiklar1  gidalarin
niteliklerini ve saglik etkilerini sorgulamaya baslamalari, kronik kalp rahatsizliklar1 ve
kanser gibi hastaliklardan dolay1 6liim oranlarinin artmasi, arastirmacilari sigara, alkol
stres gibi risk faktorlerinin yani sira, tiiketilen gidalari da mercek altina almaya zorunlu
kilmistir. Niifusla dogrusal olarak artan talebi karsilamak igin gidalarin {iretim
asamalarinda verimi artirmak ve uzun siire depolanabilmelerini saglamak amaciyla pek
cok kimyasal ve biyolojik yontemler kullanilmaktadir. Bu sekilde iiretilen ve depolanan
gidalarin zamanla pek ¢ok hastaliga sebep olduklar1 gozlenmistir. Ne ilgingtir ki dogasi
bozuldugu i¢in hastaliklara neden olan bu gidalarin yan etkilerinin giderilmesi igin
aragtirilan gifa kaynaklariin bu gidalarin dogal olarak iiretilenlerinde sakli oldugu
kesfedilmistir. Metabolik faaliyetler sirasinda oksijen, reaktif oksijen tiirleri olarak
adlandirilan  siiperoksit, hidrojen peroksit, tekli (singlet) oksijen ve hidroksil
radikallerine ¢evrilebilir (McCord., 2000). Serbest radikaller dis orbitallerinde bir ve ya
daha fazla ortaklasmamis elektron igeren ve bu nedenle olduk¢a reaktif olan
molekiillerdir. Reaktif oksijen tiirlerinin metabolizmada olumlu pek c¢ok Onemli
rollerinin yani sira organizmalar, metabolik yollarla viicutta iiretilen serbest radikallerin
yikici etkilerine karsi kendilerini korumak igin gesitli antioksidan savunma sistemlerine
sahiptir. Ancak reaktif oksijen tiirleri ve diger serbest radikallerin viicutta dengesiz
cogalmalart DNA, protein ve yaglar gibi makro molekiillerle bozucu reaksiyonlari
sonucunda ¢esitli hastaliklara sebep olur. Antioksidanlar, hidrojen atomu vericisi olarak
etki gosterir ve serbest radikalleri daha az reaktif tlirlere doniistlirir. Boylece serbest
radikallerin neden oldugu lipit peroksidasyonu, proteinlerin ¢apraz baglanmasi ve DNA
mutasyonu engellenir (Baser, 2002). Antioksidanlar, dort farkli mekanizma ile

oksidanlari etkisizlestirir:

»  Temizleme (Scavenging) etkisi: Oksidanlar1 zayif aktif bir molekiile doniistiirme

seklinde meydana gelmektedir.



»  Baskilama (Quenching) etkisi: Bu etki, oksidan maddelere bir hidrojen aktararak
reaktif olmayan formuna doniistirme seklinde olmaktadir ve ¢ogunlukla
flavonoidler tarafindan yapilmaktadir.

»  Onarma etkisi: Oksidanlarin olusturdugu hasar1 ortadan kaldirma seklinde etki
gostermektedirler.

»  Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen bu etki

hemoglobin ve E vitamini tarafindan yapilir.

Fenolik bilesiklerin antioksidan madde olarak rol almalari, fenolik bilesik igceren
dogal bilesenlerin ¢esitli {iriin formiilasyonlarmma girmesini ve fonksiyonel gida
gelistirme caligmalarinda yaygin olarak kullanilmalarini saglamistir (Memisogullari,

2005).

1.2. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler; bitkilerde sekonder metabolit olarak iiretilen ve antioksidan
ozellige sahip olan molekiillerdir. Cogunlukla suda coziiniirler. Fenolikler, bir veya
daha fazla hidroksil grubu tasiyan bir veya daha fazla aromatik halkaya sahip olan
bilesiklerdir. Yapilarinda ki farkliliklara ragmen fenolik bilesikler polifenoller olarak da
adlandirilmaktadirlar (Balasundram vd., 2006).

Farkl1 dogal iiriinlerden, flavonoidleri, fenolik asitleri, kumarinleri, stilbenleri ve
taninleri igeren sekiz binin iizerinde fenolik bilesik izole edilmistir (Erdman, 2007).
Bunlara devamli olarak bulunan yeni tanimlanan fenolikler eklenmektedir. Fenolik
bilesikler bitkilerin meyve, sebze, tohum, c¢igcek, yaprak, dal ve govdelerinde
bulunabilirler (Bilaloglu ve Harmandar, 1999; Coskun, 2006; Aydin ve Ustiin, 2007).
Her bir grup, kimyasal yapisina gore kendi i¢inde alt gruplara boliiniir. Bu gruplama

Sekil 1° de gosterilmistir (Erdman, 2007).



Flavan-3-oller

Flavanonler

Flavonlar

FLAVONOIDLER — —
Izoflavonlar

Flavonoller

 — —

Antosiyanidinler

FENOLiK Hldmk:sl}ienzmk
ASITLER
i ~ Hidroksisinamik }
STILBENLER asit

TANENLER

KUMARINLER

FENOLIK
BILESIKLER

Sekil 1. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

Bu bilesenler, antiviral, anti-alerjik, anti-inflamatuar, antikarsinojen, anti
diyabetik etkiyi kapsayan genis bir biyolojik etki araligi sergiler. Buna ek olarak hiicre
yaslanmas1 ve ateroskleroz gibi kronik hastaliklarla iligkili olan serbest radikalleri, lipid
peroksidasyonunu (LPO), kilcal gecirgenligi ve kirilganlig1 gibi etkileri olan enzim
sistemlerinin aktivitesini inhibe eder. (Torel vd., 1986; Ratty and Das, 1988; Yuting
vd., 1990; Mora vd., 1990; ; Hanasaki vd., 1994; Bravo, 1998; Meral vd., 2012).

1.2.1.Flavonoidler

Flavonoidler serbest radikal yakalayicisi olmalari, enzim aktivitelerini
diizenlemeleri, antibiyotik, antiallerjen, antidiyaretik, antiiilser ve antiinflamatuvar ilag
gibi hareket etmeleri nedeniyle arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir (Rice-Evans vd.,

1996).



Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile
birlesmesinden olusur ve 15 karbon atomu igeren difenilpropan (C6-C3-C6) yapisini

teskil eder. (Sekil 2.)

Sekil 2. Difenil propan yapisi

Difenil propan yapist oksijen ile ii¢ halkali yapiya sahip olan flavan ve flavonlari
olusturur. Genellikle flavan tiirevlerine flavanoidler, flavon tiirevlerine ise flavonoidler
denir. Flavan ve flavon yapilarindaki aromatik halkalar A ve B, hetero halka ise C ile
gosterilir. A ve C halkalarindaki karbon atomlar1 oksijen atomundan baglayarak
numaralandirilir. B halkasindaki atomlar ise, iissii (') rakamlarla numaralandirilir

(Guliyev ve Harmandar, 2003) (Sekil 3).

Sekil 3. Flavan (A) ve Flavon (B) yapisi

A, B ve C halkalarindan olusan halka yapisinda cesitli hidroksil, metoksi ve
glikozid yan gruplar1 bulunur (Saldamli, 2007). Halkalar arasindaki yapisal degisiklikler
flavonoidleri ¢esitli siniflara ayirmaktadir (Rice-Evans vd., 1997). Flavonoidler karbon
halkasinin yapisinin oksidasyon seviyesine bagli olarak 14 sinifa ayrilmaktadir. Fakat
temel flavonoidler icerdikleri karbon halkasindaki degisimlere gdre alti ana gruba
ayrilmaktadirlar (Yi1lmaz and Toledo, 2006). Yaklasitk 6500 farkli flavonoid
bilinmektedir ( Saldamli, 2007).

Bu alt gruplardan flavan-3-ollerin (flavanoller) en 6nemlileri katesin ve epikatesin

olup bu bilesiklerin gallik asit ile kombinasyonlari sonucu gallatlar1 olusur. Bu
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bilesikler cogunlukla yesil ¢ay, kirmiz1 sarap, beyaz sarap, seftali ve elmada bulunurlar

(Peterson, vd., 1998) (Sekil 4).

OH Flavan-3-oller Ry R

OH
O Katesin H H
OH ° R; - .
O Epikatesin H H
OR, EGC OH H

ot ECG H Gallat
Flavanoller

EGCG OH Gallat

Sekil 4. Flavanollerin yapisi ve ornek bilesikler

Flavon sinifina ait temel bilesikler apigenin, luteolin ve krisindir. Maydanoz,
kereviz ve zeytinde bol miktarda bulunmaktadirlar. Yiiksek derisimlerde
bulunduklarinda ya da metal iyonlar1 ile kompleks olusturduklarinda bitkiye renk

vermektedirler (Peterson, vd., 1998) (Sekil 5).

R, Flavonlar Ry R; R;
R; .
Luteolin OH OH OH
R o)
l Apigenin OH H OH
Krisin OH H H
om0 Genkwanin | OCH; | H OH
Flavonlar

Sekil 5. Flavonlarin yapisi ve ornek bilesikler

Flavonlarin dihidro tiirevleri ise flavanonlardir. Greyfurt ve portakalda bol
miktarda bulunurlar (Clifford, 2000). Greyfurtlarda aci tad1 veren naringin bir flavanon

glikozittir (Cemeroglu, 2004) (Sekil 6).



e}
Flavanonlar

Flavanonlar R: R: | Rs
Naringenin OH H OH
Eriodiktiol OH OH | OH
Hesperidin 7-0-Rha-glu OH | OCH3
Hesperetin OH OH | OCH3

Sekil 6. Flavanonlarin yapisi ve drnek bilesikler

Flavonlarin B halkasinin propan zincirine C-3 pozisyonuna baglanmasi nedeniyle,
izoflavonoid alt sinifi olusur. izoflavonoidler bazi meyve ve sebzelerde, basta soya
fasulyesi olmak iizere ¢esitli baklagillerde bulunan bilesiklerdir. insan &strojen
hormonuna yapisal benzerliklerinden dolay1r Ostrojenik Ozelliklere sahiptirler. Son
yillardaki klinik calismalar izoflavonoidlerin biyoaktif bilesikler olduklarini ve soya
proteinleri ile birlikte kandaki kolesterol diizeyinin disiiriilmesinde 6nemli rolleri

oldugunu ortaya koymustur. En yaygin daidzein ve genistin izoflavonlaridir (Sekil 7)

(Miadokova., 2009).

Izoflavonlar

izoflavonlar | R, R; R;
Genistin OH 7-O-Glu OCHj3
Daidzein H OH OH
Genistein OH OH OH
Ononin H 7-O0-Glu OCH;

Sekil 7. izoflavonlarin yapis1 ve 6rnek bilesikler

Flavonoidlerin en yaygin smifi flavonollerdir ve en énemli bilesikleri kuersetin,

rutin, kamferol ve mirisetindir (Peterson, vd., 1998) (Sekil 8).




Flavonoller

Flavonoller | Ry R, R3 R4 Rs
Rutin 3-O-Rha- | H OH | OH H
glu
Kaemferol OH H H OH H
Kuersetin OH H OH | OH H
Mirisetin OH H OH | OH OH
Fisetin OH H H OH OH

Sekil 8. Flavonollerin yapis1 ve drnek bilesikler

Antosiyaninler, ¢icek, meyve ve sebzelerde bulunan ve bitkilere kirmizi, mavi ve
mor renk veren pigmentlerdir. Uziim ve kiziletk gibi meyvelerde yiiksek oranda

bulunan antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikozitleridir. Bitkilere verdikleri renk tonu

ve yapilar1 pH ve ko-pigmentlere bagl olarak degismektedir (Clifford, 2000) (Sekil 9).

Ry
OH
OH 03 O
O X R,
Z o
OH

Antosiyanidinler

Antosiyanidinler Ry R:
Pelargonidin H H
Malvidin OCH3 OCH3
Delphinidin OH OH
Siyanidin OH H

Sekil 9. Antosiyanidinlerin yapist ve drnek bilesikler

1.2.2.Fenolik Asitler

Bitkilerdeki en basit fenolik bilesenler olan fenolik asitler, bitkilerde serbest ve
bagli formlarda bulunabilen diyet fenollerinin yaklasik {igte birini olusturmaktadir.

Hidroksibenzoik asit ve hidroksisinamik asit olmak iizere iki alt gruptan olusur ve

flavonoidlerin sentezinde onciil bilesiklerdir (Du vd., 2008).




Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisinda olup, en yaygin olanlar
gallik asit (3,4,5 trihidroksil benzoik asit), p-hidroksibenzoik asit (p-OH benzoik asit),
protokatekuik asit, sirinjik asit ve vanilik asit gibi asitlerdir (Peterson ve Dwyer, 1998).

Hidroksibenzoik asitlerin kimyasal yapilar1 ve drnek bilesikleri Sekil 10° da verilmistir.

Hidroksibenzoik Asitler R; Ry Rs
Rs
p-OH benzoik asit H OH H
Protokatekuik asit OH OH H
Ry CH,O.H
Vanilik asit OCH; | OH H
R; Sirinjik asit OCH; | OH OCH;
Hidroksibenzoik Asitler Gallik asit OH OH OH

Sekil 10. Hidroksibenzoik asitlerin yapis1 ve 6rnek bilesikler

Diger taraftan en yaygin temsilcileri kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve
sinapik asit olan hidroksisinamik asitler C6-C3 fenilpropan yapisinda olan aromatik
bilesiklerdir (Ignat vd., 2011). Hidroksisinamik asitlerin kimyasal yapilar1 ve &rnek
bilesikleri Sekil 11° de verilmistir.

Rs Hidroksisinamik R, | R; Ry Rs
Asitler
/ COM o-kumarik asit OH | H H H
Re p-kumarik asit H H OH H
Kafeik asit H OH OH H
Rs R, Ferulik asit H |OCH; |OH |H
Hidroksisinamik Asitler Sinapik asit H OCH; | oH OCHs;

Sekil 11. Hidroksisinamik asitlerin yapisi ve drnek bilesikler

Bagli fenolik asitler, ester, eter veya asetal baglar yoluyla cesitli bitki
bilesenlerine baglanabilir. Fenolik asitler, farkli ekstraksiyon kosullarina ve bozulmaya

kars1 farkli duyarliliklara gére degisen uygun formlarinda bulunurlar (Ignat vd., 2011).



1.2.3. Tanenler

Fenoliklerin ii¢linci 6nemli grubunu teskil eden nispeten yiiksek molekiillii
bilesikler olan tanenler, hidroliz edilen ve kondense tanenler olarak alt gruplara
ayrilabilirler (Porter, 1989 ; Ignat vd., 2011). Proantosiyanidinler, kondense tanenler
grubunda olan polimerik flavonoidlerdir. Flavonoid sentezi i¢in biyosentetik yollarin iyi
bilinmesine ragmen, polimerizasyon basamaklar1 heniiz aydinlatilamamistir. En yaygin
olarak incelenen kondense tanenler, flavan-3-ollerden (-)-epikatesin ve (+)-katesinin

polimerizasyonuna dayanir (Sekil 12).

Flavan-3-oller Ri: Ra R: Ry Rs
Katesin OH OH H H OH
Epikatesin OH OH H OH H

Sekil 12. Ornek kondense tanen yapist

Hidrolize edilebilir tanenler, gallik asit tiirevleridir. Gallik asit g¢ekirdek bir
polioliine esterlestirilir ve daha kompleks hidrolize edilebilir tanenler daha cok
esterlesmis ya da oksidatif ¢apraz bagli galloil gruplar ile elde edilebilir (Ignat vd.,
2011).

Tanenler potansiyel metal iyonu baglayici, protein ¢okeltici ve biyolojik
antioksidan olduklar1 i¢in biyolojik sistemler iizerinde c¢esitli etkilere sahiptir.
Tanenlerin muazzam yapisal ¢esitlilikleri ve oynayabilecegi gesitli biyolojik rollerden
dolayr herhangi bir sistemdeki etkilerinin dogru bir sekilde tahmin edilmesini

saglayacak modeller gelistirmek zordur (Ignat vd., 2011).



1.2.4.Stilbenler

Bitkiler strese, hasara, enfeksiyona veya UV 1simaya maruz kaldiginda, hastalik
direncini artirmak igin stilbenleri sentezlerler (Giachetti vd., 1999; Bavaresco, 2003).
Dut, liziim, c¢ilek, yer fistig1 ve sarap stilbenleri i¢ceren en dnemli beslenme kaynagi olup
bu bilesikler 70" ten fazla bitki tiirlinde tespit edilmistir (Bavaresco, 2003). Stilben
monomerleri arasinda, trans-resveratrol (Sekil 13), sarapta diisiik konsantrasyonda
bulunmasma ragmen (1-3 mg mL™"), insan saghg iizerine etkisi nedeniyle en fazla

incelenen bilesiktir (Vitrac vd., 2005).

OH
W
> o <
H
OH o OoH

Trans-R Cis-R

Sekil 13. Trans Resveratrol (Trans-R) ve Cis Resveratrol (Cis-R) yapilari

1.2.5. Kumarinler

Kumarin bitkilerde yaygin olarak bulunan ve benzo-a-piron grubunun ana
bilesigi olan kumarin, ilk defa 1820’de Vogel tarafindan tonka baklasi (Dipteryx
odorata) adi1 verilen agacin tohumlarindan izole edilmistir. Kumarinin yapis1 hakkinda
cesitli kimyasal yapilar onerilmis olup ilk dogru yap1 Strecker (1867) ve Fitting (1868)
tarafindan ortaya konulmustur (Sethna ve Shah 1944).

Kumarinlerin benzen halkasina degisik siibstitiientlerin baglanmasiyla mono-, di-,

tri siibstitie kumarinler meydana gelir. Kumarinlerin genel yapisi ve iizerinde

stibstitlient grup tasiyan kumarinler Sekil 14’ te gosterilmistir.
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0 0 Kumarinler Rs Rs R
Ry - - -
7-hidroksikumarin H H OH
Rs P 6,7-dihidroksikumarin H | OH | OH
Rs ) 6- hidroksi- 5,7- OCH; | OH OCH;
Kumarinler dimetoksikumarin

Sekil 14. Kumarinlerin genel yapis1 ve drnek bilesikler

1.3. Camellia sinensis (L.) O. Kuntze (Theaceae)

Cay bitkisi botanikte Angiospermae (¢igek acanlar) boliimiinden, Dicotyledonea
(iki g¢enekliler) smnifindan ve Theaceae (¢aygiller) ya da Camellia familyasindandir.
Botanikg¢iler tarafindan genel olarak kabul edilen ismi Camellia sinensis (L.) O.
Kuntze’dir. Cok yillik bir bitki olan ¢ayin lilkemizdeki yayilis1 Sekil 15°de goriildiigi
gibi Rize, Artvin ve Trabzon illerindedir (URL-4, 2017).

T

. il
Sekil 15. Cayin Tiirkiye cografyasi lizerinde dagilimi

Cay ¢iceginin tomurcuklar kiiclik kiirecikler beyaz renkli hafifce giizel kokulu ve
ortalama 3 cm ¢apindadir (Sekil 16). Cay bitkisinin ¢igek tomurcuklari iklim sartlarina
bagl olarak Haziran sonu ve Temmuz ayinin baslarinda olusur. Erken cicek Agustos
ayinin ortalarinda goriiniir. En ¢ok Ekim ve Kasim aylarinda ¢igek goriiniir. Cigeklenme

Aralik ay1 sonu itibari ile tamamen sona erer (URL-3, 2017).
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Sekil 16. Cay cicegi

Cayin kanser Tlzerindeki etkilerinin arastirildigi bir calismada degisik cay
cesitlerinin farkli kanser tiirleri iizerinde elde edilen etkileri Tablo 1’ de gosterilmistir

(Trevisanato ve Young-In Kim, 2000).

Gilintimiize kadar c¢ay bitkisinin en ¢ok igerigi incelenen kismi igecek iiretiminde
kullanilan yaprak kismidir ve bu kisim katesinlerce zengin olup bu bilesiklerin ¢ay
katesinleri diye adlandirilmasina sebep olmustur. Bu tez kapsaminda replicative DNA
polimeraz enzimlerine karsi inhibisyonu gozlenen ¢ay ¢igeginin bu inhibisyona sebep
olan bilesikleri arastirildi. Bu kapsamda cay katesinlerinden yola ¢ikarak polifenollerin
ekstraksiyonuna uygun ¢oziicililer kullanildi. Genel olarak cay katesinleri i¢in %70-80
oranlarinda etanol kullanilmaktadir. Polifenollerin dayamiklhillig1 dikkate alindiginda
etanol yerine metanoliin ¢6ziicii olarak kullanilmasina karar verildi. Polifenollerin ¢ay

ciceginde ekstraksiyonu i¢in bir seri yontem kullanildi.
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Tablo 1. Cay cesitlerinin farkli kanser tiirleri lizerindeki etkisi

CAY TiPi YER ETKISI KAYNAK
6 ay uygulamadan sonra lezyonlarda %
Yesil cay Agiz 37,9 kismi azalma Li vd., 1999

Farelerle yapilan ¢calismada, ¢cay+UV 1s1n

uygulanan grupta su+UV 1s1n verilen gruba

Siyah ¢ay Deri gore % 30-42 daha az keratoakantoma ve % Conney vd., 1999
26-33’den daha az squamus deri tiimori
Yesil cay Mide Giinde 7 fincan veya daha fazla yesil cay ~ Inoue vd., 1998
Siyah ¢ay tiiketenlerde kanser riskinde % 31’e varan
azalma

200 g/ay’a kadar tiiketen erkeklerde kanser
Yesil cay Pankreas riskinde % 12, kadinlarda % 53; 200 Jivd., 1997
g/ay’dan fazla tiiketen erkeklerde % 43,
kadinlarda % 47 azalma
Farelerle yapilan ¢aligmada, ¢ay + 4 metil
nitrozamin-1-(3-piridil)-1-biitanon
Siyah cay  Akciger uygulanan grupta su+ 4-metilnitrozamin-1-  Yang vd., 1997
(3-piridil)-1-biitanon uygulanan gruba gore
timor olusumunda % 24 azalma, mevcut

timor boyutlarinda % 38 kiiglilme

1.4. Ekstraksiyon

Son yillarda dogal iirlinlerden ortaya ¢ikan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonuna
iliskin caligmalar 6zel bir ilgiye sahiptir (Pinelo vd., 2005). Ekstraksiyon, fenolik
bilesiklerin izolasyonunda, tanimlanmasinda ve kullaniminda ¢ok 6nemli bir adimdir ve
tekli ve standart bir ekstraksiyon yontemi yoktur. Kati sivi ekstraksiyonu, sivi sivi
ekstraksiyonu, soxhlet ekstraksiyonu, basingli sivi ekstraksiyonu, mikrodalga destekli
¢oziicli ekstraksiyonu, ses dalgalar1 destekli sivi ekstraksiyonu ve siiper kritik sivi
ekstraksiyonu yontemlerinden biri ya da bir kagi1 beraber kullanilabilir. Siiperkritik sivi
ile ekstraksiyon ve ¢oziicii ekstraksiyonu fenolik bilesiklerin izolasyonu i¢in en sik
kullanilan tekniklerdir (Bleve vd., 2008). Literatiirde ¢ok sayida makale, meyveler,

sebzeler, saraplar, kahve, cay, otlar, tahillar ve fasulye gibi bakliyat {iriinleri de dahil
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olmak tizere bitki kaynakli maddelerden polifenollerin ekstraksiyonu ve analizi iizerine

odaklanmaktadir (Balasundram vd., 2006).

Fenolik bilesikler, genellikle ogiitiilen bitki 6rneginin ¢dziicii ile 1slatilmasiyla
ekstrakte edilmistir (Merken ve Beecher, 2000). Bu basit ¢oziicii ekstraksiyonu,
sekerler, organik asitler ve proteinler gibi fenolik olmayan maddelerin birlikte
ekstraksiyonunu igerir ve daha sonra ilave saflagtirma islemleri gerektirir (Castaneda-
Ovando vd., 2009). Coziicli ekstraksiyonu, biyokiitle durumuna bagl olarak sivi-sivi

ekstraksiyonu veya kati-sivi ekstraksiyonu olabilir.

Kati-siv1 ekstraksiyonu, kat1 bir drnekteki bilesenlerin ¢oziiciiye goc ettigi kiitle
transferi olarak tanimlanabilir. Kiitle transferi, 6rnegin miimkiin oldugunca kiiciik
partikiillere kiiciiltiilmesi ile yiizey alaninin genisletilmesi, sicaklik ve ardisik olarak

taze ¢oziicii kullanilmasi ile artirilabilir (Pinelo vd., 2004; Corrales vd., 2009).

Sivi-sivi ekstraksiyonu, baslangicta bir veya daha fazla ¢ozelti iceren bir sivi
solisyonun karigmayan veya neredeyse karismayan bir sivi (¢oziicli) ile iyice
kanistirildigr bir kiitle transferi islemidir. Farkli yogunluga sahip ¢oziicii, ornekteki
bilesenlerden birine veya daha fazlasina tercihli segicilik sergiler. Boylece c¢oziicii,
secici olarak ilgili bilesenleri i¢inde bulunduklar1 ¢6zeltiden izole eder (Ignat vd., 2011).

Eger uygun bir ekstraksiyon ¢oziiciisii segilirse, ¢ok etkili bir ekstraksiyon gerceklesir.

Ekstraksiyonda, ekstraktantlar olarak kullanilan en yaygin ¢dziiciiler asitli ya da
asitsiz metanol ve etanoldiir (Amr ve Al-Tamimi, 2007). Bu yontemlerden metanol
ekstraksiyonu daha etkilidir fakat metanoliin toksititesinden dolay1 gida endiistrisinde

etanol tercih edilmektedir (Castanieda-Ovando vd., 2009).

Literatiirde metanol ve etanol ekstraksiyonlarinin arasinda ¢ok sayida diger

ekstraksiyon ¢oziiciileri belirtilmistir (Tablo 2) (Ignat vd., 2011).
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Tablo 2. Polifenollerin ekstraksiyonunda kullanilan ¢oziiciiler

Polifenolik Bilesikler

Coziicii

Kaynak

Fenolik asitler,
Flavonollar,
Antosiyaninler

Antosiyaninler,
Fenolik asitler,
Katesinler,
Flavanonlar,
Flavonlar,
Flavonollar,
Proantosiyanidinler

Antosiyaninler,

Flavonollar,
Serbest fenolik asitler

Flavonollar,
Serbest fenolik asitler

Flavonollar,
Fenolik asitler

Proantosiyanidinler,
Fenolik asitler

Bagli fenolik asitler,
Tanenler

Fenolik bilesikler,
Fenolik asitler

Flavonollar,

Fenolik asitler, Hidroksisinamik

asitler, Kumarinler

Etil asetat

Metanol ve farkli
sulu formlar1
(10-90%, v/v)

Etanol ve farkli sulu
formlari
(10-90%, v/v)

Kloroform

Dietil eter

Sicak su
(80-100°C)
NaOH
(2N-10N)

Petrol eteri

Aseton/su
10-90% (v/v)

Pinelo vd., (2005);
Russell vd., (2008)

Bleve vd., (2008);
Caridi vd., (2007);

Ross vd., (2009);
Mattila ve Kumpulainen,
(2002)

Balas ve Popa (2007);
Wang vd., (2009);
Bleve vd., (2008)

Sharififar vd., (2009)

Ross vd., (2009)

Diouf vd., (2009)

Nardini vd.,. (2002);
Popa vd., (2008);
Ross vd., (2009)

Zhang vd., (2009)

Naczk ve Shahidi (2006);
Sharififar vd., (2008);
Schieber vd., (2003)

Flavonollar, n-Hekzan, .
Fenolik asitler, Izooktan, Garcia vd., (2004)
Antosiyaninler Etil asetat

Fenolik asitlerin ayni1 zamanda, ester ve glikozidik baglar vasitasiyla hiicre duvari
polimerlerine baglanan ve organik ¢oziiciiler tarafindan c¢oziinmeyen baglanmis
kompleksleri mevcuttur. Bagli fenolik asitler, baz hidrolizi, asit hidrolizi veya her

ikisinin de kullanimryla bagl formdan kurtarilir (Mattila ve Kumpulainen, 2002). Baz
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hidrolizi sonrasinda, daha once hidrolize edilmemis bagl fenolikleri serbest birakmak

i¢cin bazen asit hidrolizi gergeklestirilir (Ross vd., 2009).

1.5. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ( HPLC)

Kisaca HPLC olarak adlandirilan yiiksek performansli sivi kromatografisi
analitik ayirma teknikleri arasinda en yaygin kullanilanidir. Yaygin kullanilma
sebepleri duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan
veya sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasina uygunlugudur. En 6nemlisi
ise sanayinin birgok bilim dalinin ve toplumun birinci derecede ilgilendigi maddelere
genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu tip bilesiklere 6rnek olarak amino asitler,
proteinler, niikleik asitler, karbohidratlar, ilaclar ve pestisitler verilebilir. HPLC tinitesi,
Sekil 17°de gosterildigi gibi hareketli faz, pompa, Ornekleyici (enjektor), kolon (ve
kolon firin1) dedektor ve data isleyici kisimlarindan olusmaktadir (URL-1, 2017).

Dedektor Bilesik B
Kontrol ve =) Bilesik & Bilesik C

El JHJ I ; , Kolon ve - 2t islevici

kolon firm ===
AT

IE'kt“ 0 2 4 6§ 8 10 12 14dk
njektir
Foniiia Kromatogram

Sekil 17. HPLC cihazinin sematik gosterimi (URL-2, 2017)

Bilgisayar kontrollii tanimlanmis bir programa gore pompa, sabit (izokratik
eliisyon) veya degisen (gradient eliisyon) bilesimden olusan bir hareketli fazin dogru bir
sekilde yiiksek basingla HPLC sistemi ig¢inde hareket etmesini saglar, degazorden
hareketli faz1 ¢ekip, 6rnekleme ve kolon {initesine gonderirken bu islemi akis hizini
ayarlayarak gerceklestirir. Akis hiz1 araliklarina gére pompalar analitik, yari-Preparatif
ve Preparatif olarak gruplandirilabilir. Analitik pompalar genellikle 0,1-5mL akis
degerleri arasinda kullanilir. Glinlimiizde ultra ve nano basin¢gli pompalarin
kullanilmaya  baslamasiyla, HPLC sistemleri UHPLC ve nHPLC gibi

isimlendirilmektedir. Kolon boyutlari, sabit fazin partikiil boyutu, akis hiz1 ve hareketli
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faz kompozisyonu gibi bir dizi faktére baglh olarak, 42000 kPa'ya (yaklasik 6000 psi)
kadar ¢alisma basinci iiretilebilir (URL-1, 2017).

Analiti tagiyan hareketli (mobil) fazdir ve genellikle su ve sulu tampon ¢dzeltiler,
bunlarin metanol ve/veya asetonitril ile olusturulan c¢ozeltileri veya organik
¢oziiciilerden olusur. Mobil fazin bilesimi ve pH degeri ayirimi direkt etkiler, kullanilan

teknige, numune tipi ve kolona gore hareketli faz se¢ilmelidir (URL-1, 2017).

Kolon (sabit faz) maddelerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden yararlanarak
birbirlerinden ayirt edilmesini saglar. Genellikle ¢elik, PEEK ve camdan imal edilen
kolonlarin uzunlugu 50-300 mm arasinda olup i¢ ¢apt 2-5 mm arasindadir. I¢ ¢aplari 2
mm'den kiiciik kolonlara ¢ogunlukla mikro gézenekli kolonlar denir. Genellikle 3 ila 10
um'lik bir parcacik boyutuna sahip silika veya polimer gibi sabit bir fazla doldurulur.
Ideal olarak, bir analiz sirasinda hareketli fazin ve kolonun sicaklig1 sabit tutulmalidir.
Cogu ayirma ortam sicakliginda yapilir, ancak kolondan daha iyi bir verim elde etmek

icin bir su banyosu veya bir kolon firin1 kullanilabilir (URL-1, 2017).

Molekiiler etkilesim tiirlerine gére kullanilan mobil faz ve sabit faza bagli olarak
normal faz, ters faz, iyon degistirme, eleme ve kiral ayirma kromatografisi ¢esitleri

vardir (URL-1, 2017).

Normal faz kromatografide, sabit faz silikajel-polimer ve {izerine baglanmis —CN,
-NO:2 veya NH2 gruplarindan dolay1 polar 6zellik gdsterirken mobil faz polar olmayan
ya da diisiik polariteye sahiptir ve etileter, kloroform, hekzan vb. ¢oziicliler ve
karisimlarindan olusur. Benzer ozelliklere sahip maddelerin birbiri i¢inde dagilma
ozelligi yiiksek oldugu icin diisiik polariteye sahip analit hareketli fazda cok iyi
¢Oziiniir ve kolondan ilk once ¢ikar. Alikonma zamanini kisaltmak i¢in hareketli fazin
polaritesi azaltilirken alikonma zamanini arttirmak i¢in hareketli fazin polaritesi artirilir

(URL-1, 2017).

Ters faz kromatografide, sabit faz silikajel-polimer ve lizerine baglanmig C18

(oktadesil), oktil, fenil, metil veya etil gruplarindan dolay1 apolar 6zellik gdsterirken
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hareketli faz polar metanol, asetonitril gibi giiclii organik ¢o6ziiciilerin sulu veya
tamponlanmis karigimlaridir. Benzer 6zelliklere sahip maddelerin birbiri iginde dagilma
ozelligi oldugu icin yiiksek polariteye sahip analit hareketli fazda ¢ok i1yi ¢oziiniir ve
sabit fazla az etkilestiginden dolay1 kolondan ilk once ¢ikar. Alikonma zamanini

kisaltmak i¢in mobil fazin polaritesi azaltilir (URL-1, 2017).

Dedektorler, kolondan eliie olan 6rnek bileseninden alinan cevap dogrultusunda
sinyallerin kromatogram {iizerinde pik olarak ifade edilmesini saglayan alettir. En ¢ok
kullanilan dedektorler UV 151n  absorbsiyonuna dayanan dedektorlerdir. Bunlar
fotometrik ve spektrofotometrik olabilir. Fotometrelerde bir civa kaynaktan alinan 254
ve 280 nm bandlar1 kullanilir; bu dalga boylarinda pek ¢ok organik fonksiyonel grup
absorbsiyon yapar. Spektrofotometrik dedektorler fotometrelerden daha elverislidir,
¢linkii 6rnekteki maddelerin absorbsiyon yapacagi dalga boylarini se¢gme olanagi vardir.
Bu dedektorlerde cihazin dalga boyu araliginda, ornekteki maddelerin 15181
absorblamasi, fakat ¢ozgenin herhangi bir absorbsiyona neden olmamasi gerekir. Sivi
kromatografisi sistemleri i¢cin ¢ok cesitli dedektorler gelistirilmis olmasina ragmen

kullanim1 yaygin olan birkag tip dedektdr tizerinde durulmustur (URL-5, 2017);

—

UV dedektorler

Refraktif indeks dedektdrler

Fluoresans dedektor

Elektrik iletkenlik dedektorii
Elektrokimyasal dedektor

Transport dedektorler

Buharlastirmali 151k sagilmasi dedektorii

Kiitle spektrometresi

A A

Radyoaktivite dedektorii

Kullanilacak dedektor sistemi, analizi yapilacak numunenin cinsine uygun
olmalidir. Polifenollerin ayrilmasi ve belirlenmesinde sivi kromatografisinde en ¢ok
kullanilan dedektorler diyot dizisi dedektorii (DAD) ve kiitle detektoriidiir (Bureau vd.,
2009).
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UV dedektorler, 180-350 nm araliginda 1s1k absorblayabilen maddeler icin
uygundur. Hassasiyetleri, yaklasik olarak 10%-10° M dir. Tiim olefinler, aromatikler, -
C=0, -C=S, -N=0 ve —N = N- gruplar iceren molekiiller gibi pek ¢ok bilesik UV
bolgede (200-350nm) absorbsiyon yapar. Ultraviyole dedektorler bir Ornegin 15181
absorblama yetenegini Olger; islem, Ornegin ozelligine gore, bir veya birka¢ dalga
boyunda Ol¢iim yapilmasini gerektirebilir. Sabit dalga boylu UV dedektor, degisken
dalga boylu UV dedektor, degisken (veya ¢oklu) dalga boylu dispersiv UV dedektor ve
diyot dizi (diod array) dedektor olmak iizere dort tip dedektor vardir (URL-5, 2017).

Sekil 18’ de gosterilen diyot dizi dedektoriinde genis aralikli bir emisyon
kaynaktan (deuteryum lamba gibi) gelen 151k bir akromatik mercek sistemiyle
paralellestirilir ve boylece 1s1gin tamami, holografik bir grating iizerinde bulunan
dedektor hiicresinden geger. Boyle bir diizenlemeyle kaynaktan ¢ikan tiim dalga
boylarindaki 11k 6rnekten ge¢cmis olur. Gratingden ¢ikan dagitilmis 151k bir diyot dizi
tizerine diiser. Bir dizide yiizlerce diyot vardir, her diyotun ¢ikis1 bir bilgisayar
tarafindan alinir ve bir sabit diskte depolanir. Islem sonunda her bir diyota karsilik gelen
UV dalga boyundaki kromatogram ¢izilir. Enstrumanlarin ¢ogu, ayirma islemini takiben
en az bir diyotu izleyebilecek sekilde tasarlanmistir; bdylece ayirma gerceklesirken
kromatogram da ¢izilebilmektedir. Bu tiir sistemler Ornekteki bilesenlerin dogrudan

spektrumlarini verdiginden ideal sistemlerdir (URL-5, 2017).

optik :.r|:|| ‘[Gr}:. .f ] ." Eﬂlﬁdlﬂd dizisi

i

J !

200 I'Ir‘l‘l \'l Jlr I}”’f '{}J
j\! f"!'/;f-f"f 360 nm

-

lamba slit
drnek hilcresi

difraksiyon grating

Sekil 18. Diyot dizisi UV dedektorii

HPLC’ye bagh kiitle spektrometre dedektorleri kolondan c¢ikan analitlerin

iyonlagtirildig1 bir ara fazdan gecerek kiitle analizriine ulasir ve burada iyonlar m/z
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(kiitle/yiik orani1) degerlerine gére siralanirlar. Iyonlarin ¢ogu tek degerlidir. Sistemde,
kromatogram alitkonma zamanlarini belirler, kiitle analizorii de piklerden, karisimda ne
tiir molekiillerin bulundugunu saptar. Kullanimi en yaygin olan kiitle analizorii, gaz
anyon ve katyonlarin elektrik ve magnetik alan vasitasiyla uzun siire tutulmasini
saglayan kuadrupol iyon-kapani analizordiir. Ayrilan iyonlar elektron ¢ogaltict igeren

bir iyon dedektoriiyle dl¢iiliir (URL-5, 2017).

Fenolik bilesiklerin bazi smiflarini belirlemek i¢in kullanilan HPLC yontem

parametreleri Tablo 12°de gdsterilmistir (Ignat vd., 2011).
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Tablo 3. Farkli fenolik bilesiklerin ayrilmasi i¢in HPLC parametreleri

Hareketli faz T AKis A
Bilesikler Kolon Y B °O) (mL/dk) (nm) Kaynak
Fenolik asitler, C18 Fang vd., (2009)
Flavonoidler 4.6 mm*150 mm, 5 um 4% Asetik Metanol - 1 210400 Wang vd.,. (2009)
asit

C18
Flavon, Diamonsil 0.1% 80% ACN suda - 0,5-1 360 Fang vd., (2009)
Antosiyanin 4.6 mm*150 mm, 5 pm Formik asit

suda
C18
Phenomenex Gemini 0.1% 25 0.7 270-325 Ross vd., (2009)

Fenolik asitler 4.6 mm*150 mm, 5 pm Formik asit ~ 100% Metanol

C18 15% ACN 80% ACN
Katesinler 4.6 mm*250 mm, 5 pm 2% Asetik 2% Asetik asit 35 1 278 Chen vd., (2008)

asit
Polifenoller, Cl18
Flavonoidler, SunFire Metanol Asetik asit: Su - 1 327-370 Liu vd., (2008)
Fenolik asitler 4.6 mm*150 mm, 5 um (1:99)
Fenolik asitler, Cl18 2% Asetik
Flavanoidler 4.6 mm*150 mm, 5 pm asit suda 70% ACN suda 30 1,2 280-315 Turumtay vd., (2014)
Fenolik asitler, C18 Sodyum
Katesinler, Phenomenex Luna asetat ACN - 1 280, 320, Tsao ve Yang (2003)
Antosiyaninler, 4.6 mm*250 mm, 5 um icinde 6% 360, 520
Flavonollar Asctikasit
2 mM
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1.6. Spektrofotometrik Yontemlerle Fenolik Bilesiklerin Tayini

Genel olarak, fenolik bilesiklerin tayini ayristirma, saflastirma ve miktar tayini
olarak ii¢ temel agamadan olusur. Fenolik bilesikleri analiz etmek i¢in spektrofotometrik
(kolorimetrik reaksiyonlar), HPLC, gaz kromatografisi (GC), enzimatik esasl ve
biyosensorlere dayali yontemler basta olmak {izere birgok yontem kullanilmaktadir

(Gomez-Caravaca vd., 2006).

Ozellikle fenolik bilesikler arasinda biiyiik kimyasal cesitlilik nedeniyle,
numunelerin antioksidan kapasitesini degerlendirmek i¢in ¢esitli testler gelistirilmistir.
Bu testler, reaksiyon mekanizmasi, hedef tiirler, reaksiyon kosullar1 ve sonuglarin nasil
ifade edildigi bakimindan farklidir. Antioksidan kapasitesini degerlendirme
yontemlerinin ¢esitliligine ragmen, evrensel bir yontem yoktur. Bu gercek, antioksidan
kapasitesinin farkli testler, farkli temel ve etki mekanizmalar1 ile degerlendirilmesi

geregini getirir (Huang vd., 2005; Niki ve Noguchi 2000).

1.6.1. Folin Ciocaulteau Yontemiyle Toplam Fenol icerigini Belirleme

Polifenolik bilesikler, yiiksek antioksidan kapasiteleri nedeniyle, metal iyonlarini
komplekslestirme, radikal reaksiyonlari inaktive etme ve hidroperoksitin reaktif

oksiradikallere doniismesini engelleme 6zelligine sahiptir (Dimitros, 2006).

Fenolik bilesiklerin miktar tayinleri ¢esitli yontemlerle gerceklestirilir. Bununla
birlikte, Folin-Ciocalteau en ¢ok kullanilan reaktiftir. Bu reaktif fosfomolibdik asit ve
fosfotungstik asitin karisimdan ibarettir, ki alkali ortamda olusan molibdenyum sar1
renkli kompleksinin (Na2 MoO4 2H20) oksidasyon basamagi +6° dir. Fenolik bilesikler
gibi indirgeme ajaninin varliginda bu kompleks oksidasyon basamag +5 ila +6 arasinda
olan tungsten-molibdenyum mavi kompleksine indirgenir. Mavi renkli kompleksin
UVvis spektrofotometresiyle 760 nm’ de oOlgiilen absorbans siddeti indirgeme ajaninin
konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Singleton vd., 1999; Huang vd., 2005; Abdille vd.,
2005; Dastmalchi vd., 2007).
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Sekil 19’ da fenolat anyonu iiretmek suretiyle fenolik bilesiklerin (6rnek olarak
galik asit) basit bir ortamdaki olusumunu gostermektedir. Burada, Singleton'a (1999)
gore meydana gelen fenolat anyonu ve Folin-Ciocalteau reaktifi arasindaki oksidasyon
reaksiyonunda Folin-Ciocalteau reaktifinin bir bileseni olan molibden indirgenir ve

reaksiyon ortaminda sar1 renk maviye doniisiir (Singleton vd., 1999).

COOH coo-

Na;CO3
—_—

OH HO OH
OH

(ele o )

OH
coo™
+2 M8t —— +2MoS*+2H*
OH o OH
OH e}
Sekil 19. Gallik asit’ in Folin-Ciocalteau reaktifiyle etkilesimi

Aslinda, yaygin olarak fenollerin toplam igerigini 6lgmek i¢in test olarak taninan
Folin-Ciocalteau reaktifi, numunelerin indirgenme kabiliyetini 6lcer, ancak bu isimle
ifade edilmemistir. Metodun bir baska zayif noktasi, fenolik icerigin yiliksek tahmin
edilmesinin biiylik Olclide gergeklesmesidir. Aralarinda C vitaminin de bulundugu
birgok fenolik olmayan ancak yonteme duyarli oldugu ic¢in girisim yapan bilesikler
bilinmektedir. Bu girisimlerin etkisinin azaltilmasi1 i¢in daha segici ekstraksiyonlar

uygulanmalidir (Escarpa vd., 2001; Oliveira vd., 2009).

1.6.2. Toplam Flavonoid icerigini Belirleme

Baz1 kimyasal gruplarin varliginin teshisinde aliiminyum kloriir (AICI3) kullanimi
ilk olarak antosiyaninler i¢in kullanilmigtir. 1960'lardan itibaren, flavonoidlerin
yapisinin belirlenmesi i¢in UV-goriiniir spektrometride bir kayma reaktifi olarak yaygin
bir sekilde kullanilan bilesik oldu. Aliiminyum katyonu, metanoldeki flavonoidlerle
kararli kompleksler olusturur ve spektrofotometrik analizle, absorbsiyon siddetinin daha
uzun dalga boylarina dogru kaydirir. Bu yolla, bitkideki flavonoidlerle birarada bulunan
diger fenolik maddelerin, 6zellikle fenolik asitlerin etkilesiminden kaginarak, flavonoid

miktarini belirlemek miimkiindiir (Marcucci vd., 1998).
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Spektrofotometrede 425 nm’ de aliiminyum kloriir kullanilarak 6l¢tim yapilir. Bu
kosullar altinda, flavonoid-Al kompleksi kompleks ilgili flavonoidden ¢ok daha uzun
dalga boylarinda 15181 absorbe eder. Fenolik asitler, hatta AICI3 ile kompleks
olusturanlar, ¢ok daha diisiik dalga boylarinda absorbe ettiklerinden dolay1 absobsiyon

Olctimlerinde karisimi dnlerler (Marcucci vd., 1998).

Bir flavonol olan kuersetin, kesinlikle bitkilerde bulunan flavonoidlerin en yaygin
olanmidir. Diger flavonollerin aliiminyum ile kompleksleri 425 nm'ye yakin dalga
boylarii absorblarken, flavonlardan tiiretilen kompleksler daha diisiik dalga boylarimni
absorbe eder ve bu da flavon agisindan zengin karisimlarin saptanmasinda daha diisiik

bir degere neden olur (Marcucci vd., 1998).

Aliiminyum kloriir (AlICl3) kolorimetrik yonteminin ilkesi, AlCls'in, flavonlarin
ve flavonollerin C-4 keto gruplart ve C-3 veya C-5 hidroksil grubu ile kararl asit
kompleksleri olusturmasidir. Ayrica, flavonoidlerin A- veya B- halkasindaki
ortodihidroksil gruplar ile kararsiz asit kompleksleri formundadir (Sekil 20) (Bag vd.,
2015).

Sekil 20. Metanolik AICI3 ¢ozeltisinde Flavanoid-Al kompleksinin olusumu

C-4 keto grubuna sahip olmayan katesinlerde ise bu yontem modifiye edilerek
kullanilir.  Alkali ortaminda NaNO: varliginda komplekslesme reaksiyonu
gerceklestirilir (Sekil 21). Yontem, bir katekol grubunu tasiyan herhangi bir aromatik
halkanin sterik olarak bloke edilmemis {i¢ veya dort pozisyonlu nitrasyonuna dayanir.
Al (IT) ilavesinden sonra, sar1 renkli bir ¢ozelti, NaOH ilavesinden sonra hemen

kirmiziya doner ve absorbans degeri 510 nm'de 6lgiiliir (Pekal 2014).
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Sekil 21. Katesinlerin NaNOz varliginda Al (III) ile komplekslesme reaksiyonu

1.6.3.DPPHe Serbest Radikal Temizleme ile Antioksidan Aktivite Belirleme

Antioksidan aktivitesini degerlendirmek i¢in en sik kullanilan yontemlerden biri,
516 nm'lik bir dalga boyunda absorbsiyon veren mor renkli 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
radikalinin (DPPH?¢) temizlenme aktivitesini 6l¢gmektir ( Huang vd., 2005).

Bir antioksidan ya da radikal (Re) tiiriin etkisiyle, DPPH, sar1 renkli 2,2-
difenilpikrilhidrazin (DPPH-H) formuna indirgenir ve absorbsiyon bandinin kaybolmasi
absorbansin diislinlin izlenmesiyle aynidir (Sekil 22). Elde edilen sonuglardan,
reaksiyon ortaminda kalan antioksidan aktivite yilizdesi (antioksidan tarafindan tiiketilen
DPPH miktar1) veya radikal siipiiriicii ve/veya DPPH yiizdesi belirlenir (Huang vd.,
2005).
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Sekil 22. DPPH- radikalinin andioksidan bilesikle reaksiyonu

1.7. Ekstraktlarin DNA Polimeraz Enzim Uzerindeki inhibisyonlari

Bakteriler, Gram boyama yonteminden yararlanilarak; Gram negatif ve Gram
pozitif olmak {iizere gruplandirilirlar. Son goriislere gore gram boyamadan, hiicre
duvariin kesinlikle sorumlu oldugu vurgulanmaktadir. Gram pozitif bakterilerin
cogunda hiicre duvar1 gram negatif bakterilere gore daha kalindir (Midilli, 2016; Budak,
2016).

1.7.1.DNA Polimerazlar

DNA polimerazlar, DNA sentezi i¢in mevcut DNA’y1 kalip olarak kullanir ve
kaliba uygun niikleotitlerin ilavesini katalizleyerek DNA’nin duplikasyononu saglarlar.
Ik tammlanan polimeraz enzimi, E. coli DNA Polimeraz I’dir ve 1956 yilinda
Kornberg ve arkadaglari tarafindan tanimlanmistir. Bu DNA polimerazlar sadece
DNA’nin replikasyonunu saglamakla kalmaz, ayni zamanda DNA’nin tamirini ve
rekombinasyonunu da gerceklestirmektedirler. Biitiin 0karyotik ve prokaryotik DNA
polimerazlar ayn1 sentez aktivitesini gosterirler. Buna ilaveten bazi DNA polimerazlar
ikinci ve Ulglincili bir aktivite gosterebilirler. Bu aktivite, 3’—5’ ekzoniikleaz aktivitesi
(proofreading aktivite) ve 5°—3’niikleaz aktivitesi veya her ikisi birden olabilir (Midilli,

2016).

DNA polimerazlar, DNA sentezinden sorumlu enzimlerdir ve farkli hiicresel
organizmalar tipik olarak farkli DNA polimeraz tipleri kullanirlar. Replikatif DNA
polimerazlar genom replikasyonunun esas kisminin sentezini gerceklestirirler. Bununla

beraber ¢esitli 6zellesmis polimerazlar, zarar gérmiis DNA’y1 tamir ederler veya
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Okazaki fragmentlerinden RNA primerlerinin uzaklastirilmasimi saglarlar (Orn: DNA
polimeraz I). DNA polimerazlar A, B, C, D, X ve Y olarak alt1 familyaya ayrilirlar
(Midilli, 2016).

C familyas1 igerisinde yer alan replikatif DNA polimeraz III enzimleri, hiicre i¢i
zorunlu replikasyon enzimleridir ve biitiin bakteri siniflarinda bulunurlar (Midilli,
2016).

Bakterilere ait replikatif DNA polimerazlar, primer yapilarina gore iki farkl tipe
ayrilirlar. Replikatif DnaE polimerazi gram negative bakterilerde bulunurken, replikatif

PolC polimerazi1 gram pozitif bakterilerde bulunur (Midilli, 2016).

Pol C tipi polimerazlar polC geni tarafindan kodlanirken DnaE tipi polimerazlar
polE geni tarafindan kodlanir. PolC grubu replikatif polimerazlar kendi gruplar
icerisinde ve DnaE grubu replikatif polimerazlar da kendi gruplan igerisinde yiiksek
oranda benzerlik gosterirken, PolC ve DnaE enzimleri, birbirlerine baz dizilimleri
acisindan %?20’den daha az bir benzerlik gosterirler. Ayrica bu iki farkli bakteri
grubunun replikatif enzimleri, domain organizasyonu yoniinden de birbirinden farklidir.
PolC proteini, DnaE proteininde bulunmayan islevsel bir 3’—5’ proofreading (hata

diizeltme) domainine sahiptir (Midilli, 2016).

Escherichia coli (E. coli) ve Bacillus subtilis (B. subtilis) DNA polimeraz III,
tizerinde en fazla karaterizasyon ¢alismasi yapilan enzimlerdir. Her iki enzim de diger
alt birimlerine ihtiyag¢ duymaksizin in vitro’da sentetik DNA substratlar1 iizerinde

polimerizasyon aktivitesi gostermektedir (Midilli, 2016).

1.7.2.C Familyas1 DNA Polimerazlar (Polllla)

DNA polimeraz III, bakteriyal genomlarin replikasyonundan sorumlu replikasyon
makineleridir. Esas DNA sentezi DNA polimerazIIl a-alt iinite (Polllla) tarafindan
gerceklestirilir  ve bu polimerazlar C familyast DNA polimerazlar olarak
siniflandirilirlar (Midilli, 2016).

C familyast DNA polimerazlar siniflandirildiginda iki biiyiikk forma

gruplandirilirlar. Bunlar ortak bir ata polimerazin duplikasyonu ile olusmus PolC ve
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DnaE formlaridir. DnaE i¢in tipik 6rnek, lizerinde en fazla calisilan Gram (-) E. coli
polllla’dir. PolC ise B. subtilis gibi diisiik GC baz igerigine sahip Gram (+) bakteriler
icin tipik 6rnektir (Midilli, 2016).

Cay ¢igceginin DNA polimeraz enzim inhibisyonu i¢in gram (+) bakterilerden olan

B. subtilis (PolC) ve gram (-) bakterilerden olan E. coli (DnaE) kullanildu.

1.8. Literatiir Ozeti

Xu ve arkadaslari (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, cay bitkisinin
cigceklerinden elde edilen ham polisakkaritler sicak su ile hazirland1 ve saflagtirilmig
fraksiyonlar1 seliiloz kromatografisiyle fraksiyonlandi. Daha sonra in vitro olarak
antioksidan ve antitiimor aktiviteleri ve in vivo olarak hepatoprotektif aktiviteleri
arastirildi. Fraksiyonlar insan gastrik kanseri BGC-823 hiicrelerinin biiyiimesi tizerinde
giiclii antioksidan aktivite ve inhibe edici aktivite gosterdi. In vivo hepatoprotektif
aktivite i¢in, ham polisakkaritlerin serum alanin aminotransferaz ve aspartat
aminotransferaz diizeylerini 6nemli Ol¢iide Onledigini, malondialdehit olusumunu
azalttigin1 ve karbon tetrakloriir ile indiiklenen karaciger hasarli farelerde siiperoksit

dismutaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerini arttirdig1 gosterildi.

Yang ve arkadaslarinin (2009) yaptiklar1 ¢alismada, cay ¢i¢eklerinden elde edilen
etanolik ekstraktin ve etilasetat fraksiyonunun, DPPH serbest radikal temizleme testini
kullanarak gii¢lii antioksidan etkinlige sahip oldugu bulundu. Etilasetat fraksiyonunda
bulunan bilesikler giiclii DPPH temizleme aktivitesine sahipti ve c¢ay ¢iceklerinin
antioksidan aktivitesine kuvvetle katkida bulundu. Etilasetat fraksiyonundan sekiz
katesin yani sira bes flavonol glikozidi izole edildi ve yapilar, kiitle spektrometrisi ve
niikleer manyetik rezonans spektroskopisi ile, mirisetin-3-O-p-D-galaktopiranosid,
kuersetin-3-O-p-D-galaktopiranosid, kamferol-3-O-B-D-galaktopiranosid, kamferol 3-
O-B-D-gliikopiranozid ve kamferol-3-O-[a-ramnopiranosil-(1-6)-fD glikopiranosid]
aydinlatildi. Ek olarak preparatif sivi kromatografisi ayirmmi ve DPPH testi
kombinasyonu kullanilarak cay c¢iceklerinin antioksidan aktivitesinden sorumlu ana

aktif bilesenlerin epigallokatesin gallat ve epikatesin gallat oldugu bulundu.
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Li ve arkadaslarinin 2000’ de yiiriitmiis olduklar1 mutajenite ve akut ve kronik alt1
toksitite caligmalar1 ¢ay ¢igegi Ozitiiniin giivenligini degerlendirmek i¢in yapildi.
Yapmis olduklar1 Ames testinde, metabolik aktivasyon olsun veya olmasin, dort test
edilmis sus'a kars1 ¢ay cicegi ekstraktinin (5,0 mg/plaka’ a kadar) mutajenik etkisi
olmadig1 goriildi. Akut toksisite ¢alismasinda, tim hayvanlar kilo aldi ve aktif ve
normal goriindiiler, bu nedenle LDso (6liim dozu) degeri viicut agirhiginin 1 kg basina/
12,0 g olmali. Subkronik toksisite ¢alismasinda ise, sagkalim, biiyiime, hematoloji, kan
kimyasi, organ agirliklar1 veya patolojik lezyonlar ile doza bagl herhangi bir etki

gozlenmedi.

Joshi ve arkadaglarn (2011) tarafindan c¢ay ¢igeklerinin  acilmamis
tomurcuklarindan (evre-1) tam ¢iceklenmis (evre-5) evrelerine kadar farkli gelisim
evrelerindeki fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri incelendi. Proteinler 1. ve 2. evrede
daha yliksek seviyelerdeyken daha sonra ¢igekler gelistikge azaldi. EGC ve EGCG'nin
en yliksek icerigi evre 3'te bulundu. En yiiksek proantosiyanidin icerigi 2. evrede
gozlendi ve tam ¢igeklenme asamasinda en aza indi. Polifenol oksidaz, B-glukozidaz
aktivitelerinin tomurcuklardan 3. asamaya kadar yiikseldigi, bundan sonra da tag
yapraklarii bolmeye basladig1 ve hafifge azaldigi tespit edildi. Cigegin gelisiminin 3.
evresinde, cis-linalol oksit (% 3,11), linalool (% 22,73), geraniol (% 2,69), 2,4-di-tert-
butilfenol (% 9,71), metil palmitat (% 2,78), metil linoleat (% 2,74), metil salisilat (%
2,62), p-terpineol (% 0,33), beta-iyonon (% 1,24) ve nerolidol (% 0,8) gibi glikosidik
baglh ucgucu bilesikler daha yiiksek miktarda mevcuttu. Ayrica ¢ay cigeklerinin
antioksidan aktivitesi 3. evrede tomurcuklanarak maksimum seviyeye ¢ikmis ve tam

ciceklenme agamasinda minimuma inmistir.

Bakterilerin her gecen giin ortam sartlarina biraz daha uyum saglamalari, olumsuz
sartlara kars1 yiliksek diren¢ kazanmalarina neden olmaktadir. Son zamanlarda tiiketimi
artan antibiyotiklere kars1 da gecerli olan bu direnci azaltmak icin ¢esitli caligsmalar
yapilmaktadir. Caligsmalarin temeli tiiketilen antibiyotiklerin insan sagligina zarar
vermeyip sadece bakterilerde etkili olmasidir. Bunun i¢in de insan iizerinde toksik etkisi
olmayan bitkiler 6n plana ¢ikmaktadir. Ayn1 zamanda antibiyotik direncine sahip olan
bakterilerin temizlenmesi i¢in yeni nesil antibiyotik ihtiyac1 da bitkisel kaynaklarda

arastirilmaktadir.
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Bu tez calismasinda Camellia sinensis (L.) O. Kuntze ¢igek ekstraktlarinin DNA
polimeraz enzim inhibisyonlart ve bu inhibisyonun hangi fenolik bilesiklerden
kaynaklandig1 arastirildi. Bunun i¢in 18 fenolik standart ile gelistirilen HPLC-DAD
yontemi kullanildi. Kromatografik ayirma Oncesi secilen uygun ekstraksiyon
yontemleriyle ¢esitli fraksiyonlar olusturuldu. Ayrica elde edilen farkli fraksiyonlarin

fenolik igerigi ve antioksidan aktivitesi ve antimikrobiyal aktivitesi de belirlendi
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kimyasal Malzeme ve Materyaller

Analitik saflik derecesinde olan fenolik bilesik standartlarin tamami ve
numuneleri hazirlama ve HPLC analizleri i¢in HPLC saflikta asetonitril (ACN) ve
asetik asit (AA), etilen diamin tetraasetik asit (EDTA), etilasetat, hegzan, folin ciocalteu
reaktifi, biitanol, askorbik asit, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), potasyum asetat,
Bovine serum albumin (BSA), merkaptoetanol, gliserol, nonidet P40, glisin Sigma
Aldrich’den, HPLC saflikta metanol ve sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit
(HC1), aliiminyum kloriir (AlCI3), sodyum nitrit (NaNO2), eter, aliiminyum nitrat, -
akrilamid, glukoz, iire, borik asit, potasyum kloriir (KCI), magnezyum kloriir (MgCl2),
Tris, etanol Merck’den, dithiothreitol (DTT)  Fisher scientific’den, N,N,N’ N’-
Tetrametiletilendiamin (TEMED), fenol mavisi BioRad’dan, bisakrilamid Amresco’dan

ve dNTP Fermentas’tan satin alindi.

Bu caligmada, kimyasal madde ve bitki 6rneklerini tartmak i¢in Precisa analitik
terazi, ornekleri pargalamada kullanilan Waring blender, ekstraksiyonu gergeklestirmek
icin Heidholph 1siticili ¢alkalayici, numunelerin ¢oziinmesine yardimci olmak igin
Bandelin Sonorex su banyosu, ¢oktiirme islemi i¢in Hettich santrifiij, kurutma islemleri
icin Nuve FN 400 etiiv, ¢ozeltileri karistirmak i¢in Velp Scientifica vorteks, ultra saf su
temini i¢in Sartorius Stedim Biotech Arium 61316 Pro-UV su destile sistemi pH
ayarlamada VWR Phenomenal pH metre kullanildi. Ekstraksiyon sonrasi ¢oziiciiyli
uzaklastirmak amaciyla Heidholph evaporator kullanildi. Toplam fenolik igerik, toplam
flavonoid igerik ve antioksidan aktivitesi belirlemede absorbans 6l¢mek i¢in Thermo

Scientific Multiskan Go spektrofotometre kullanildi.

2.2. Bitkilerin Toplanmasi

Deneylerde kullanilan ¢ay ¢icegi (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze), Agustos
2016°da Rize ili Pazarkdy Koyii’'nden toplanarak derin dondurucuda muhafaza edildi.
Bitkinin ¢i¢cek kisminin c¢anak yapragi ayrilarak ekstraksiyon verimini artirmak igin

ylizey alaninin genisletilmesi amaciyla 6glitme makinesinden gegirilerek pargacik
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boyutlar1 kiigiiltiildii. Ogiitme isleminin daha kolay gerceklestirilebilmesi i¢in siv1 azot

kullanildi.

2.3. Cay Ciceginin Ekstraksiyonu

Cay ¢iceginin fenolik icerigini belirleyebilmek i¢in farkli ekstraksiyon yontemleri
paralel olarak uygulandi. Fenolik bilesiklerin bitkilerden ekstraksiyonu icin 4 farklh
yontem kullanildi. Bunlar kati cay c¢icegi materyalinden direk olarak metanol
ekstraksiyonu (1), bu metanol ekstraktinin dietil eter, etil asetat, biitanol ve sulu kisim
olarak ayrilacagi sivi-sivi ekstraksiyonu (2), metanol ekstraktinin asidik hidroliz
iriinleri (3) ve bazik hidroliz {iriinleri (4) olarak ayrilmistir. Bu yontemler ayrintili

olarak verilecek olursa:

3 farkli yontem igin (s1vi- s1vi ekstraksiyon, asidik hidroliz ve bazik hidroliz) 3
balona 10 g cay ¢icegi ve 75 mL metanol eklenerek oda kosullarinda 2 saat boyunca
karistiricida bekletildi. Kati kisim mavi bant silizgecten siiziilerek ayrildi. 25 mL

metanol ile 3 kez yikama yapild1 ve tekrar stizge¢ kagidindan siiziildi.

Toplam hacmi 130 mL olarak olciilen 1. balondaki ekstraktin 5 mL’ si, HPLC
analizi ve spektrofotometrik analizler i¢in derin dondurucuya kaldirildi (FM). Geri
kalan 125 mL’ nin ¢oziicli kuruluga kadar evoparatorde uzaklatirildi (1,02 g) ve sivi-
sivi ekstraksiyonu i¢in 90 mL ultra saf su ile ¢oziilerek sirasiyla hegzan, eter (FE),
etilasetat (FEA) ve biitanol (FB) ile her biri 10 mL 3 tekrarli olacak sekilde ekstrakte
edildi. Hegzan Ornekteki yaglh kisimlarin ayrilmasi i¢in kullanildi bu yiizden analizi
yapilmadi. Geriye kalan sulu kisim (FW) da dahil olmak {izere biitiin fazlar ayri
balonlarda toplanip ¢0Oziiclisi evoparatorde uzaklastirilarak analiz  i¢in  derin
dondurucuda muhafaza edildi (Akyiiz vd., 2014).

Asidik hidroliz i¢in 2. balonda elde edilen metanol ekstrakti tamamen kurutulup
tartildiktan sonra (1,03 g) 20 mL metanol ile ¢oziilerek tizerine 20 mL 4N HCI ilave
edildi ve 100 °C’lik su banyosunda 2 saat hidrolize tabi tutuldu. Sonrasinda sirasiyla
eter ve etilasetat ile her biri 6 mL 3 tekrarli olacak sekilde ekstrakte edildi. Eter ve

etilasetat fazlar1 ayn1 balona toplandi (FAO). Eter ve etilasetat fazi ile geriye kalan sulu
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kismin (FAW) ¢oziiciisii evoparatorde uzaklastirilarak analiz i¢in derin dondurucuda

muhafaza edildi (Justesen vd., 1998; Ma vd., 2009).

Bazik hidroliz i¢in ayrilan 0,91 g metanol ekstraktinin iizerine 18 mL 2N NaOH
(0,666 g EDTA + 1,8 g askorbik asit) ilave edildi. 4-5 dakika azot gazindan gegirildi ve
56 °C’lik su banyosunda 30 dakika ekstrakte edildi. Sonra 6 N HCI ile pH 2,5 olacak
sekilde ayarlandi. 6 mL etilasetat ile 3 kez ekstrakte edildi. Etilasetat fazi (FBO) ile
geriye kalan sulu kisimlarin (FBW) evoparatorde ¢oziiciisii uzaklastirilarak analiz igin

derin dondurucuda muhafaza edildi (Memon vd., 2013).

2.4. Cay Cicegi Ekstraklarinda Fenolik Bilesiklerin HPLC-DAD Analizleri

2.4.1.HPLC-DAD Kosullar:

HPLC analizleri dort dalga boyunda ayni anda cevap alinabilen diyot dizisi
dedektorii (DAD) ile donanimli ve otomotik 6rnekleyicili Thermo Ultimate 3000 serisi
HPLC-DAD sisteminde yapildi ve Chromeleon program ile kontrol edildi. Tiim
analizler icin Agilent C18 PLRP-S analitik kolon (150%4,6mmx5um) ile kolonla
uyumlu Macherey Nagel (i¢ ¢ap 3mm) 6n kolon kullanildi. HPLC-DAD analizleri igin
gradient eliisyonu 18 fenolik standardinin uygun ¢oziiniirliikte ayrilmasini saglayacak
sekilde Akyiiz Turumtay ve arkadaslarinin (2016) gelistirdikleri sistemde uygulandi. Bu
yontemde kullanilan ¢oziiciiler A: Suda % 2 AA, B: % 50 ACN- % 50 ( Suda % 1 AA)
ve C: Suda % 70 ACN icermektedir. Gradient sistemi % 95 A mobil fazi ile baslayip
kademeli olarak B mobil fazi1 yilizdesi ve C mobil fazi yiizdesinin artmasi ve sonrasinda
baslangi¢c diizeyine geri doniilecek sekilde ayarlandi. Akis hizi 1,1 mL/dk olup
enjeksiyon hacmi 25 pL olarak secildi. Yontem icin standart olarak gallik asit,
protokatekuik asit, katesin, p-hidroksi benzoik asit (p-OH benzoik asit), epikatesin,
kafeik asit, epigallo katesin gallat (EGCGQG), sirinjik asit, rutin, p-kumarik asit, ferulik
asit, rosmarinik asit, resveratrol, eriyodiktiyol, luteolin, kuersetin, apigenin ve
kaemferol kullanildi. Analizler i¢in 254-280-315-370 nm deki kromatogramlar 200-
400nm araliginda elde edildi. Yiiksek polarite ve diisiik pH’ dan diisiik polarite ve
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ylksek pH’ ya dogru gradient eliisyon calisildi. Kolon sicakligi kolon firininda 30 °C’

ye, otomatik drnekleyicinin sicakligi 20 °C’ye ayarlandi.

2.4.2. Standartlar, Validasyon ve Kalibrasyon

Kalibrasyon i¢in 18 fenolik standardin ¢ozeltileri ¢oziiciisii 1:1 metanol: suda % 2
asetik asit olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda (0,25; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 30; 40
mg.L") hazirlandi. Dis standart ydntemine gore gerceklestirilen kalibrasyonda elde

edilen regresyon katsayilar1 (R?) Tablo 4’ te gdsterildi.

Validasyon igin tekrarlanabilirlik testleri yapildi. 1 mg.L"' (gallik asit, katesin,
epikatesin, EGCG, rutin, luteolin ve kuersetin); 0,5 mg.L"! (protokatekuik asit, sirinjik
asit ve eriyodiktiyol); 0,2 mg.L™! (p-OH benzoik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik
asit, rosmarinik asit, resveratrol, apigenin ve kamferol) konsantrasyonda hazirlanan
karisimin 7 kez analizi sonucunda elde edilen bagil standart sapma (%BSS) Tablo 4’ te

gosterildi.

Kalitatif tespit sinir1 (LOD) ile kantitatif belirleme siir1 (LOQ), mg.L! cinsinden
EPA yontemine gore hesaplandi. LOD degeri hesaplanirken her bir analit sinyalinin
giiriiltiiye oranmin (S/N) 3 kati, LOQ degeri i¢in ise S/N oranmin 10 kati alinarak
belirlendi (Tablo 4).

2.5. Toplam Antioksidan Bilesiklerin Belirlenmesi

2.5.1. Toplam Polifenol icerigi (TP)

Metanolik ekstraktlarin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu yontemi takip
edilerek belirlendi. Spektrofotometrik bir ydntem olan bu tayin, fenolik asitler,
flavonoidler ve suda ¢oziinen antosiyaninler de dahil olmak iizere tiim fenolik igerikler
tizerine kurulmustur (Can vd., 2015). Folin reaktifi, maksimum absorbansi 760 nm' de

okunabilen mavi renkli bir kompleks verir.
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Bu tayinde fenolik asitleri temsilen gallik asit ve flavanoidleri temsilen de
epikatesin standart olarak kullanildi. 20 pL farkli seyreltmelerdeki standart (0,5 - 0,0078
mg/mL) veya metanolik oziitlerin iizerine 680 pL saf su ve 400 uL 0,2 N folin reaktifi
eklenerek 3 dakika bekletildi. Ardindan 400 pL % 10’ luk Na2COs eklenip karanlik
ortamda 1 saat bekletilerek spektrofotometrede 760 nm’ de Sl¢ctim yapildi. Elde edilen
veriler Tablo 10’ da gosterilmistir (Singleton vd., 1999).

2.5.2.Toplam Flavonoid Icerigi (TF)

Toplam flavonoid igerigini belirlemek igin iki farkli yéntem kullanildi. Ilk
yontemde (flavonoid igerigi-1) standart olarak kuersetin kullanildi ve 50 pL farkl
seyreltmelerdeki standart (0,5 - 0,00195 mg/mL) veya metanolik 6ziitlerin {izerine 20
uL AI(NOs)3, 20 pL CH3COOK ve 860 uL % 80 metanol eklenerek karistirild.
Karanlik ortamda 40 dakika bekletilerek spektrofotometrede 415 nm’ de 6l¢tim yapildi.
Elde edilen veriler Tablo 10’ de gosterilmistir ( Marcucci vd., 1998).

Ikinci yontemde (flavonoid icerigi-2) Rebaya ve arkadaslarmm (2015) kullandig:
yontem modifiye edilerek kullanildi. Bu yontemde standart olarak katesin, kuersetin ve
epikatesin kullanildi. 15uL farkli seyreltmelerdeki standart (0,5 - 0,0039 mg/mL) veya
metanolik Oziitlerin iizerine 9 pL % 5 NaNO:2 ilave edilerek 6 dakika bekletildikten
sonra iizerine 18 pL %10 AICIs eklendi ve 5 dakika karanlikta bekletildi. Daha sonra 90
uL 1M NaOH eklenerek son hacim saf su ile 300 pL’ ye tamamlandi. Karanlikta 15
dakika bekletilerek pembe renge doniisen karisimin absorbansi spektrofotometrede 510

nm’ de Ol¢iildii. Elde edilen veriler Tablo 10° de gosterilmistir.

Toplam flavanoid igerigi-1’de yapilan aliiminyum kloriir (AlCI3) kolorimetrik
tayininde toplam flavanoid igeriginin sadece flavonlar1 ve flavonolleri yansitma sebebi
Al ile flavon ve flavonollarin C-4 keto grubu ve C-3 ya da C-5 hidroksil gruplarindan
biriyle kararli kompleksler olusturmasidir. Fakat Flavan-3-ollerde C-4 keto grubunun
olmamas1 Al"® ile kompleks olusturamamasina neden olmaktadir. Bu nedenle ¢ay
ciceginin HPLC analizlerinde tespit edilen katesinlerin kolorimetrik testle de tayin

edilebilmesi i¢in diger bir yontem olan toplam flavonoid igerigi-2 yontemi kullanildi.
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Flavonoid igerigi-2 yonteminde kullanilan NaNO> flavan-3-ollerin A’ ile kompleks

vermelerini saglamaktadir (Rebaya vd., 2015).

2.6. Antioksidan AKktivitesinin Belirlenmesi

Farkli seyreltmelerdeki metanolik ekstraktlarin ve standartlarin ( gallik asit,
katesin, epikatesin ve kuersetin) radikal temizleme aktivitesini belirlemek i¢in kararh
DPPHe (2,2-Difenilpikrilhidrazil) radikali kullanildi. Bu kolorimetrik test, hazirlanan
100 uM DPPHe ¢ozeltisi kullanilarak denendi. DPPHe. radikali, antioksidan ajanlarin
varliginda mor renge sahiptir, bu nedenle absorbans degisikligi 517 nm' de o6l¢iildii.

Elde edilen veriler Tablo 10’ da gosterilmistir (Molyneux, P., 2004).

2.7. Ekstraktlarin DNA Polimerazlar Uzerindeki inhibisyonlari

Cay cicegi ektraktlarinin iki DNA polimeraz enzimi (DnaE ve PolC) iizerindeki

inhibisyonlarinin incelenmesi i¢in enzim saflastirma ve inhibisyon testleri yapildi.

2.7.1.DnaE ve PolC’ nin Saflastirilmasi

E. coli'den izole edilen DnaE' nin ve B. subtilis'den izole edilen polC' nin
ekspresyonu, Sandalli ve digerleri tarafindan 2010’ da yapilan ¢aligmasinda ayrintili
olarak agiklanan E. coli One Shot® BL21 Star™ (DE3) hiicrelerinde gergeklestirildi. N-
Terminalli hekza-histidin-etiketi igeren her iki rekombinant polimeraz, iiretici tarafindan
(Promega) Onerilen bir protokol kullanilarak nikel afinite kolonu ile saflagtirildi.
Enzimin saflagtirllmasi, her asamada sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE, % 8 jel) ile izlendi. Protein konsantrasyonlar1 NanoDrop
(ND-1000 Spektrofotometre) yontemi ile belirlendi.
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2.7.2. Primer Uzatma Deneyi

Bitki ekstraktinin varliginda ve yoklugunda DNA polimeraz aktivitesi, primer
uzatma deneyi ile arastirildi (Sandalli, vd., 2010; Sandalli, vd., 2009). iki farkl

reaksiyon karigimi hazirlandi. 10 pL’ lik reaksiyon karigim igerigi;

» Birinci karisim: 1X polimeraz aktivite tamponu (50 mM HEPES, pH 7.5), 100
ng 45/20-mer DNA (Cys5 ile etiketlenmis 5 'ug), 10 mM MgClz ve her bir 250
uM dNTP.

> Ikincisi buz iizerinde 1 pL bitki 6ziitii yada fraksiyonlar1 ve her replikatif
polimerazdan (DnaE ve polC) 25 nM ile hazirland:. Ikinci reaksiyon karigimi
buz iizerinde 10 dakika tutuldu ve sonra reaksiyonlar DnaE ve polC i¢in 10'

uncu dakikada 30 ° C' de karisim I' in eklenmesiyle baslatildi.

45/20-mer sentetik DNA kahln
3 - GCAATCGGTGAGGCTCACACTCGACTGAAGTACGACAGCCACTAG - &
5 - CGTTAGCCACTCCGAGTGTIG - 3

Sekil 23. 5’-ucundan Cy5 ile florojenik isaretli ¢ift zincir sentetik DNA kalib1

Tepkimeler, 2X durma soliisyonu (20 mM EDTA, % 0,2 (a/h) SDS, % 80 (h/h)
formamid ve bromofenol mavisi ve ksilen siyanonun her birinden % 0,008 (a/h)) ilave
edilerek durduruldu ve 95 °C’ de 5 dakika boyunca 1sitildi. 6 pL’ lik numune % 16' lik
bir poliakrilamid-8M iire jeline yiiklendi ve {irlinler 1,500 V' da 3 saat ayrildi. Ortaya
c¢ikan jel, Typhoon FLA9500 (Amersham Biosciences) ile gorsellestirildi.

2.8. Antimikrobiyal Aktivite Deneyinin Yapilisi

Test edilecek bakterilerin bir gecelik kiiltiirlerinden Mueller-Hinton sivi besiyeri
icinde (MH) (Difco, Detroit, MI), yaklasik olarak Mac Farland 0,5 bulaniklikta olacak
sekilde (10%7 koloni olusturan birim (kob/mL)) sulandirmalari hazirlandi. Onceden
hazirlanmis Mueller Hinton Agar besiyeri {izerine steril pamuklu ¢ubuk yardimiyla

yayma ekimleri yapildi (Budak, 2016).
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Ekimleri tamamlanan besiyerleri iizerinde, steril cam boru yardimiyla 2 cm
araliklarda, 5 mm c¢apinda kuyucuklar agildi. Her bir kuyucuga bitki stok oziitlerinden
50 pL damlatildi. Bakteri ihtiva eden petriler 24 saat 36 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra bir cetvel yardimiyla inhibisyon zon caplar1 &lgiildii. Standart
kontrol ilag¢ olarak bakteriler i¢in Ampisilin (10 pug) ve standart ¢6ziicli kontrolii olarak

DMSO kullanildi (Budak, 2016).
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3. BULGULAR
3.1. Fenolik Bilesiklerin Analizi icin HPLC-DAD Metot Optimizasyonu

HPLC-DAD Yontemi ile 18 fenolik standardin aymrmmi 50 dakika iginde
gerceklesti. Ayirma yontemi, hassasiyet ve gegerlilik bakimindan degerlendirildi. Bu
amagla, alikonma zamanlarinin (RT) ve pik alanlarin tekrar edilebilirligi (LOD) i¢in
hazirlanan diisiik konsantrasyondaki standart karisimin 7 kez analizi ile hesaplandi ve
%095 giiven seviyesinde kabul edilebilir aralikta bulundu ( %BSS < %5). Tayin limiti
(LOD) ve ol¢tim limiti (LOQ) degerleri her bir fenolik standart igin belirlendi ve
sonuclar Tablo 13’ te verildi. Kuersetin ve gallik asit diginda diger fenolik standartlar
icin oldukc¢a diisiik tayin (LOD<0,038 mg/L) ve Ol¢iim limitleri (LOQ<0,125 mg/L)
elde edildi. Dogrusal kalibrasyon grafiklerinde R?> > 0,99 olarak hesaplandi. HPLC-
DAD yontemine gore 18 fenolik standarda ait kalibrasyon ve validasyon parametreleri

Tablo 13’ te gosterildi.
Optimize edilen HPLC-DAD yo6ntemi kullanilarak 18 fenolik standardin 254, 280,

315 ve 370 nm’ deki kromatogrami Sekil 15°te gosterildi. Fenolik standatlarin alikonma

zamanlar1 (RT) ve isimleri Tablo 13’ te verildi.

|mAU Protokatekuik p-OH Benzoik Luteolin 254 nm
20 Asit Kamferol
107 \ Rutin M
0 hi A AN 1A

GCG . %0
101 Gallik Asit  Katesin p | Sirinjik Asit Eriyodiktiyol nm
51 L/
O b L\ J 1Y
Kafeik Asit | p-Kumarik Asit 315 nm
107 e | o Resveratrol Apigenin
“ ‘\ | FerI:hk Asit Rosmarinik Asit ““ I
(),QRV‘L-M\\‘QAI N ) A\ / | ‘\WAL_,_/M‘LL_
10 Kuerseti 37()‘ nm
|
dk

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

sekil 24. Fenolik standartlarin (1 mg.L™") HPLC-DAD kromatogrami
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Tablo 13’te goriildiigii gibi standartlarin alikonma zamanlarinin (RT) ylizde bagil
standart sapmasi (%BSS) gallik asit i¢cin 1,89 olarak en yiiksek bulunurken diger
standartlarin %BSS (RT) degerleri oldukca diisiik (<0,36) yani tekrarlanabilirlikleri
daha ytiksek bulundu. Pik alanlarinin %BSS degerleri en yiiksek kuersetin ve gallik asit
icin sirastyla 3,321 ve 2,642 bulundu ve diger bilesenlerde daha kii¢iik bagil sapmalar
elde edildi.

Tablo 4. Fenolik standartlarin kalibrasyon ve validasyon parametreleri.

L RTor %BSS %BSS LOD LO
Bilesikler (dk) R’ (RT)  (Alan) (mg/L) (mg/%)
Gallik Asit 325 1,000 1,885 2,642 0,062 0,208
Protokatekuik Asit 749 0,999 0,361 0,591 0,010 0,033
Katesin 8,79 1,000 0,147 1471 0,029 0,098
p-OH Benzoik Asit 922 1,000 0,182 0353 0,002 0,006
Epikatesin 9,44 0,999 0,158 1,548 0,031 0,102
Kafeik Asit 9,68 1,000 01182 0337 0,003 0,011
EGCG 1037 0,999 0,250 1,731 0,038 0,125
Sirinjik Asit 10,62 1,000 0,199 1,203 0,020 0,068
Rutin 11,35 0,999 0,341 0,776 0,029 0,096
p-Kumarik Asit 1321 1,000 0,331 0,429 0,003 0,009
Ferulik Asit 1601 0,999 0,351 1,675 0,011 0,038
Rosmarinik Asit 19,53 0,999 0,267 1,218 0,009 0,028
Resveratrol 2446 1,000 0,167 0484 0,003 0,011
Eriyodiktiyol 2536 1,000 0,161 0,684 0014 0,048
Luteolin 2592 0,997 0,151 0,453 0,020 0,067
Kuersetin 2629 1,000 0,156 3321 0,133 0,443
Apigenin 29,70 1,000 0,041 0,711 0,004 0,012
Kamferol 2997 1,000 0,040 1,338 0,030 0,099

3.2. Cay Cicegi Ekstraktlarindaki Fenolik Bilesiklerin HPLC-DAD Analizleri

Cay c¢iceginin metanol (FM), eter (FE), etilasetat (FEa), biitanol (FB) ve sulu
(FW) ekstraktlarinin fenolik igerigi kalibrasyon ve validasyonu yapilan HPLC-DAD
yontemi ile analiz edildi ve sonuglar Tablo 5’ te verildi. Kromatogramlarda diisiik alana

sahip olanlar ise Tablo 6’ te gosterildi.

Cay cicegi ekstrakt ve fraksiyonlarinin kromatogramlarinda bazi piklerin UV
spektrumlar standartlar ile ayni sahip iken alikonma zamanlari farkli oldugu bu pikler

ilgili standardin tiirevi (T.) olarak adlandirildi ve miktarlarn ilgili standartin esdegeri
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olarak hesaplandi. Ornegin; katesin ile aym spektruma sahip farkli alikonma zamanina

sahip pikler Katesin T. olarak adlandirilip miktarlari, katesin esdegeri olarak hesaplandi.

Tablo 5. Kati-s1v1 ve sivi-sivi ekstraktlarinin HPLC-DAD analiz sonuglari

RT (dk) Bilesik Adi 2FE FEa *FB FW *FM
3,31 Gallik Asit 0,33 0,57 042 0,62 0,55
8,38 Protokatekuik Asit T. 0,02 - - - -
8,82 Katesin - 042 - - -
9,30 Epikatesin 12,31 24,30 56,93 9,43 19,25
10,01  EGCG 0,31 0,81 290 - -
10,23  Rutin T. - - - 0,24 -
10,41 Rutin T. - - - 0,27 -
10,44  Sirinjik Asit 1,29 455 - - -
11,17  Luteolin T. 0,60 1,17 4,61 - 0,97
11,99  Luteolin T. - - 6,58 - 1,30
12,18  Luteolin T. 0,83 1,03 - - -
12,58  Rutin T. - - 1,96 - 0,23
12,68 Luteolin T. - - - - -
13,85  Luteolin T. - - L5 - 0,10
14,46  Katesin T. 2391 52,72 - - 15,07
14,86 Luteolin T. - - 0,63 - 0,16
16,44  Luteolin T. 0,19 0,64 - - -
20,50 Katesin T. 1,39 2,06 - - -
20,91  Katesin T. 0,70 1,68 0,89 - 0,15
27,79 Katesin T. 3,51 - - - -
29,14 p-Kumarik Asit T. 0,01 0,09 - - -
Fenolik Asit 390 7,94 488 0,73 145
Toplam Katesin 42,13 81,99 60,72 943 34,47
Toplam Diger Flavonoidler 1,62 284 1961 1,11 5,04

a: mg/g ekstrakt, - : Gorililmedi

41



Tablo 6. HPLC-DAD analizinde diisiik alana sahip olan bilesiklerin miktarlari

RT (dk) Bilesik Adi *FE *FEA FB FW *FM
9,67 Kafeik Asit - 0,01 - - -
11,23 Luteolin T. - - - 0,40 -
12,10 Luteolin T. - - - 0,61 -
12,67 Rutin T. - 1,13 - - 0,41
13,29 p-Kumarik Asit 0,04 - - - -
13,30 Katesin T. - - - - 0,42
14,13 Luteolin T. 0,09 - - - -
18,19 Katesin T. - - - - 0,16
19,61 Katesin T. - - 0,62 - 0,21
19,90 Katesin T. 0,13 - - - -
20,33 Katesin T. - - 0,40 - 0,36
21,28 Katesin T. = — E - 0,17
21,44 Katesin T. 0,74 - - -
22,07 Katesin T. 0,46 - - -
22,37 Katesin T. 0,27 - - -
25,61 Katesin T. - = - - 0,74
26,44 Katesin T. - = = - 0,37
26,94 Katesin T. = - - - 2,52
28,58 Katesin T. - - - - 0,35
31,48 Katesin T. 0,65 - 1,87 - -
31,63 Katesin T. 0,87 - 249 - -

a: mg/g ekstrakt, - : Goriilmedi

HPLC-DAD  kromatogramlarinda  yapist  tanimlanamayan pikler UV
spektrumlarinin benzerligine gore bilinmeyen A, B, C, D, E, F, G ve H olarak
adlandirildi. Aynmi spektruma sahip olup farkli alikonma zamanlarina sahip bilinmeyen
piklerde ise ilgili harf kodu numaralandirildi. Ornegin; ilk elue edilen bilinmeyen D
piki, Di olarak adlandirildi. Bilinmeyen bu piklerin bilinenler cinsinden
hesaplanabilmesi i¢in, UV spektrumlarina gore fenolik asitleri temsilen gallik asit
(bilinmeyen D, F, G ve H) ve flavonoidleri temsilen kuersetin (bilinmeyen A, B, C ve
E) tipi olarak iki gruba ayrildi. Bilinmeyen bilesenlerin miktarlari, gallik asit ya da

kuersetin esdegeri cinsinden hesaplandi (Tablo 7).
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Tablo 7. Bilinmeyen piklerin gallik asit ya da kuersetin esdegeri cinsinden miktarlari

RT (dk) Bilesik Adx FE FEa FB FW "FM
10,31 Bilinmeyen B - - 3,63 - 2,07
22,06 Bilinmeyen D1 - - 0,17 - -
22,47 Bilinmeyen D2 - - 0,18 - 0,02
22,92  Bilinmeyen D3 - - 0,84 - 0,18
22,98 Bilinmeyen D4 - - - 0,03 -
23,69 Bilinmeyen Ds - - 2,86 - 0,19
23,79 Bilinmeyen Dg 0,48 0,47 - 0,08 -
24,30 Bilinmeyen D7 - - - - 0,07
24,42 Bilinmeyen Ds 0,08 0,09 - - -
24,74  Bilinmeyen Do 0,08 0,25 0,20 - 0,04
25,20 Bilinmeyen Dio 0,07 0,19 - - 0,05
25,77 Bilinmeyen Gi 0,17 0,12 - - -
26,62 Bilinmeyen G2 0,11 0,05 - - -
26,93 Bilinmeyen G3 - - 0,20 - -
27,12 Bilinmeyen G4 0,71 0,39 - - -
28,64 Bilinmeyen Gs 0,15 0,03 - - -
28,96  Bilinmeyen Hi 0,40 1,15 - - 0,27
29,12 Bilinmeyen D1 - - - - 0,06
29,28 Bilinmeyen D12 - - - - 0,00
30,33 Bilinmeyen D13 - - - - 0,03

a: esdeger mg gallik asit/g ekstrakt (bilinmeyen D, F, G ve H i¢in)
a: esdeger mg kuersetin/ g ekstrakt (bilinmeyen A, B, C ve E i¢in), - : Goriilmedi

HPLC-DAD sisteminde yiiriitilen metanol ekstraktinin, gallik asit ve
epikatesin’in yaninda katesin ve luteolin tiirevi bakimindan da zengin icerige sahip
oldugu goriilmektedir. Ayrica rutin ve yapist bilinmeyen (D: 315-267 nm) piklerde
mevcuttur. Metanol ekstraktinda epikatesin, 19,25 mg/g ekstrakt miktar1 ile ilk sirada
olup onu bir katesin tiirevi (15,07 mg/g ekstrakt) takip etmektedir. Metanol ekstraktinin
280 nm’deki kromatogrami Sekil 25’ te verilmistir. Katesin ve luteolin tiirevlerinin UV

spektrumlari da sirasiyla Sekil 26 ve Sekil 27° de verilmistir.
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350 Epikatesin 280 nm

300
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ZOCé Bilinmeyen D11
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150 Bilinmeyen B D;  Bilinmeyen

100' Katesin T. Ds Blln;)meyen
] Luteolin T Bilinmeyen | pjjinmeven 12

0 | Ganik Asit Lutcolin T. - D, M
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Sekil 25. Metanol ekstraktinin (FM) 280 nm’ deki kromatogram1

%

227.5

nm

202 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320

330

Sekil 26. Katesin tiirevlerinin (Katesin T.) UV spektrumu (200-400 nm)
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Sekil 27. Luteolin tiirevlerinin (Luteolin T.) UV spektrumu (200-400 nm)

Eter fraksiyonunun igeriginde gallik asit, epikatesin, EGCG, sirinjik asit, p-

kumarik asit ve kamferol yaninda agirlikli olarak katesin ve luteolin tiirevleriyle yapisi

bilinmeyen D (315 ve 267 nm), G (274 ve 375 nm) ve H (298 ve 225 nm) bilesenleri

mevcuttur. Bu fraksiyonun 280 nm’deki kromatogrami Sekil 28 de gdsterilmistir.

ImAU

200 Epikatesin 280 nm
175]
1501 Bilinmeyen Gs
125 Katesin T.
| Katesin T.
100, EGCG Bilinmeyen
75: Sirinjik Asit Katesin T. G Bilinmeyen
| i Katesin T . Hi
50 Protokatekuik | L-uteolin T. sin L. Blllngeyen
’ AT Luteolin| | [y ¢eqlin T. ¢
25 | Gallik Asit T.
O: dk
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Sekil 28. Eter fraksiyonunun (FE) 280 nm’deki kromatogrami

Etilasetat fraksiyonu, gallik asit, katesin, epikatesin, kafeik asit, EGCG ve sirinjik

asit ile birlikte agirlikli olarak katesin ve luteolin tiirevleri icermektedir. Ayrica bu
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fraksiyonda yapisi bilinmeyen D (315 ve 267 nm), bilinmeyen G (274 ve 375 nm) ve
bilinmeyen H (298 ve 225 nm) bilesenleri de mevcuttur. Etilasetat fraksiyonun fenolik
bilesenleri eter fraksiyonu ile benzerlik gostermektedir. Etilasetat fraksiyonun 280

nm’deki kromatogrami Sekil 29’ da gosterilmisgtir.

imAU 280 nm
1 Epikatesin
1501 Bilinmeyen Hi
1 Bilinmeyen G,
125 Siriniik Asit
] IHIJIC ASE Bilinmeyen G4
100
] Katesin T.  Bilinmeyen G2
751 EGCG p-Kumarik
1 Bilinmeyen Dy Asit T.
50;
1 Katesin .
251 Gallik Asit Katesin T.
1 Luteolin T. 7
0,
dk

274 6 8 1o 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Sekil 29. Etilasetat fraksiyonunun (FEa) 280 nm’deki kromatogrami

Biitanol fraksiyonu, gallik asit, epikatesin ve EGCG fenolik bilesiklerinin yaninda
katesin ve luteolin tiirevleri de igermektedir. Ayrica yapisi bilinmeyen B (272, 360 ve
228 nm), bilinmeyen D (315 ve 267 nm) ve bilinmeyen G (274 ve 375 nm) bilesenleri

de mevcuttur. Biitanol fraksiyonunun 280 nm’deki kromatogrami Sekil 30 da

verilmigtir.
28 mAU . . 280 nm
] EpiKatesin
2404
200
160 Bilinmeyen B
Luteolin T.
1241 Bilinmeyen Ds
] . Bilinmeven D3
SO EGCG RutinT.
] . i ) Luteolin T. Bilinmeyen D5
40] ('“"""' Asit KatcsinNT.
(H
2 ] 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Sekil 30. Biitanol fraksiyonunun (FB) 280 nm’deki kromatogrami
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Sivi siv1 ekstraksiyonun son fraksiyonu olan sulu fraksiyonun fenolik igerik
bakimindan zayif kaldig1 Tablo 6 ve Sekil 31° de goriilmektedir. Ote yandan igeriginde
gallik asit, epikatesin belirgin miktarda bulunmaktadir. Ekstraktaki epikatesin miktari,

280 mAU Epikatesin 280 nm
240
200
160|

1207 Gallik Asit

Rutin T.

Luteolin T. Bilinmeyen D
Bilinmeyen D4

807

4OJ JJ

dk
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

9,43 mg std/g ekstrakt olarak en fazladir.

Sekil 31. Sulu fraksiyonun (FW) 280 nm’deki kromatogrami

Cay cigeginin asidik hidroliz ekstraksiyonu, asidik hidroliz organik (FAO), asidik
hidroliz sulu (FAW), bazik hidroliz organik (FBO), bazik hidroliz sulu (FBW)
fraksiyonlarinin HPLC-DAD analiz ile fenolik igeriginin ve miktarlarinin sonuglari
Tablo 8’ de ve yapis1 bilinmeyen bilesiklerin gallik asit ve kuersetin esdeger grami

cinsinden miktarlar1 ise Tablo 9’ da gdsterildi.
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Tablo 8. Asidik ve bazik hidroliz fraksiyonlarinin HPLC-DAD analizi sonuglari

RT (dk) Bilesik Adi IFAO *FAW ?FBO "FBW
3,31 Gallik Asit 7,53 0,11 19,68 0,11
7,17 Katesin T. 25,89 - - -
7,40 Katesin T. - 0,49 - -
7,48  Protokatekuik Asit 1,03 - 0,25 -
7,89 Katesin T. 10,37 - - -
8,20 Katesin T. - - 6,64 -
8,36 Katesin T. - - 2,34 -
8,50 Katesin T. - - 1,86 -
8,67 Katesin T. - 0,20 - -
8,98 Katesin T. 24,14 — E -
9,30 Epikatesin = 12,81 6,83 -
9,67 Kafeik Asit - - 0,33 -
9,79 Luteolin T. - - - 0,01
10,23 Rutin T. - - - 0,03
10,41 Rutin T. - L 0,23 0,05
11,23 Luteolin T. - - 0,06 0,08
11,80 Kuersetin T. 2,49 - - -
11,81 Rutin T. - 0,09 - -
12,10 Luteolin T. - - - 0,14
12,35 Katesin T. 2,54 - - -
12,68 Luteolin T. - - - 0,03
13,29 p-Kumarik Asit - - 1,24 -
13,85 Luteolin T. - - - 0,01
13,92 Kamferol T. - - 0,01 -
14,76 Katesin T. 18,43 - - -
14,93 Kamferol T. - - 0,21 -
16,10 Luteolin T. - - 0,48 -
19,90 Katesin T. - - - 0,03
21,25 Eriyodiktiyol T. - - 0,30 -
23,73 Eriyodiktiyol T. - - 0,19 -
25,15 Resveratrol - - 0,04 -
31,63 Katesin T. 12,98 - - -
Fenolik Asit 10,32 0,11 29,87 0,11
Toplam Katesin 94,35 13,50 10,84 0,03
Toplam Diger Flavonoidler 3,83 0,92 3,18 0,35

a: mg std/g ekstrakt, - : Gortilmedi



Tablo 9. Bilinmeyenlerin esdeger gram cinsinden miktari
RT (dk) BILESIK ADI aPFAQ  *PFAW 2PFBO  »FBW

9,66 Bilinmeyen Al - 0,03 -
11,26 Bilinmeyen A2 - 0,01 - -
14,93 Bilinmeyen C - - 0,30 -
22,20 Bilinmeyen E 0,27 - - -
23,11 Bilinmeyen F - - 0,09 -
28,96 Bilinmeyen Hi - - 1,07 -
29,11 Bilinmeyen H» - - 0,35 -
29,27 Bilinmeyen H3 - - 0,07 -

29,85 Bilinmeyen Ge 0,37 - - .

a: esdeger mg gallik asit/g ekstrakt (bilinmeyen D, F, G ve H i¢in)
b: esdeger mg kuersetin/ g ekstrakt (bilinmeyen A, B, C ve E i¢in), -: Goriilmedi

Kromatogrami Sekil 32 de gosterilen ve katesin tiirevlerince zengin olan asidik
hidroliz organik fraksiyonunda gallik asit ve protokatekuik asit tespit edildi. Miktar
icerigi olarak katesin tiirevleri ve gallik asitten diislik olan protokatekuik asit (1,03 mg/g
ekstrakt) ilk kez asidik hidrolizin organik ekstraktinda goriildii. Ayrica bu ekstrakt
iceriginde kuersetin (2,49 mg/g ekstrakt) de tespit edildi.

mAU
2200 Gallik Asit 280 nm
200y
Katesin T.
160
120 Katesin T.
Protokatekuik
80 :
1 Ast Katesin T. .
Kuersetin Katesin T Katesin T.
40 atesth - Bilinmeyen Ge
| U Y
0
7 dk

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Sekil 32. Asidik hidroliz organik fraksiyonunun (FAQO) 280 nm’deki kromatogrami
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Asidik hidrolizin sulu fraksiyonunun fenolik igerigi sivi sivi ekstraksiyonun sulu
fraksiyonunda gorildiigi gibi zayiftir (Sekil 33). Gallik asit ve epikatesinin yaninda

katesin, rutin ve yapisi bilinmeyen bilesik tlirevleri de bulunmaktadir.

7 mAU . . 254 nm
Epikatesin
200y
160
120
] Rutin
801
401 Gallik Asit Katesin T. Bilinmeyen A1
0
] dk
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 33. Asidik hidroliz sulu fraksiyonunun (FAW) 254 nm’ deki kromatogrami

Yapist bilinmeyen bilesenlerin yaninda bazik hidroliz organik fraksiyonunun
icerigi diger fraksiyonlardan farklidir. Bazik hidroliz organik fraksiyonunda gallik asit,
protokatekuik asit, epikatesin, kafeik asit, p-kumarik asit ile katesin, luteolin, rutin,
kamferol, eriyodiktiyol ve resveratrol tiirevleri goriildii. Sekil 34’ deki kromatogramda
ve Tablo 10’ da goriildiigii gibi icerigindeki farkl tiirdeki fenolik bilesenin fazla olmasi

bazik hidroliz organik fraksiyonunu diger ekstraklardan ayirmistir.
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Sekil 34. Bazik hidroliz organik fraksiyonunun (FBO) 315 nm’ deki kromatogrami

Bazik hidroliz sulu fraksiyonu ise gallik asit yaninda katesin, luteolin ve rutin
tiirevlerini icermektedir. Miktar icerigi bakimindan gallik asit, 0,11 mg std/g ekstrakt
olarak en fazla bulunurken diger bilesenler daha az miktarda tespit edilmistir. Bazik

hidroliz sulu fraksiyonun analizine ait kromatogram Sekil 35’ da verilmistir.

1 mAU 315 nm
100]
301 Luteolin T.
601
Luteolin T,
401
20 o Luteolin T. o tinT.|| | | Luteolin T. Katesin T.
Gallik Asit .
Luteolin T.
0 "// \\_/_/_/,///\Jak

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Sekil 35. Bazik hidroliz sulu fraksiyonunun (FBW) 315 nm’ deki kromatogrami
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3.3. Toplam Antioksidan Bilesiklerin Aktivitesi ve Tayini

DPPHe radikal temizleme aktivite sonuglarina bakildiginda standart olarak
kullanilan gallik asit, epikatesin, katesin ve kuersetin standartlari i¢inde gallik asit’in
temizleme aktivitesinin (0,95 pg/mL) digerlerinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Katesin’in ise bu standartlar i¢inde en diisiik temizleme aktivitesine (4,66 pg/mL) sahip
oldugu goriilmektedir. Bu standartlar esliginde metanol ekstraktinin ve metanol
ekstraktindan elde edilen biitiin fraksiyonlarin i¢inde radikal temizleme aktivitesinin en
iyi oldugu belirlenen fraksiyon bazik hidrolizin organik (7,24 pg/mL) kismidir (Tablo
10).

Toplam fenol igerigi, bazik hidroliz organik fraksiyonunda (828,88 mg/mL) en
yiiksek bulunurken, metanol ekstraktinin sulu fraksiyonunda (57,84 mg/mL) en diisiik

bulunmustur (Tablo 10).

Asidik hidroliz organik fraksiyonunda toplam flavonoid igerigi-1(22,58 mg/mL)
en yiiksek bunurken metanol ekstraktinin etilasetat fraksiyonunda toplam flavonoid

igerigi-2 (73,42 mg/mL) en yiiksek bulunmustur (Tablo 10).

Toplam fenolik madde sonuglarinin gallik asit ve epikatesin cinsinden hesaplanan
degerleri arasinda yiiksek korelasyon (0,99) goézlenmistir. Toplam flavanoid igerigi-2
sonuglarinin kuersetin, epikatesin ve katesin cinsinden elde edilen miktarlarin kendi
aralarinda yliksek korelasyona sahip olduklari tespit edildi (0,99). Toplam flavonoid
icerigi 1 ve 2’ nin korelasyonu 0,72 bulunurken toplam fenol ile toplam flavonoid
icerigi-2’ nin korelasyonu 0,47 bulundu. DPPHe ile toplam antioksidan igerikleri
arasinda yapilan karsilastirmada en yiiksek korelasyon toplam fenolik madde ile
bulunurken (-0,64) toplam flavonoid igerigi 1 ve 2’ deki korelasyon degerleri sirasiyla -

0,29 ve -0,40 bulundu.

Toplam fenol ve flavanoid igerigi ile DPPHe radikal temizleme aktivitesinin

sonuclar1 Tablo 10’ da gdsterilmistir.
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Tablo 10. TP igerigi, TF icerigi ve DPPH radikal temizleme aktivite sonuglari

DPPHe TP icerigi TF icerigi -1 TF Igerigi -2
Ekstrakt / (ng/mL) (mg /g ekstrakt) (mg /g ekstrakt) (mg /g ekstrakt)
Std SCso Std G.A. Std EC Std Kuer Std C Std EC Std Kuer Std
Sapma Sapma Sapma Sapma Sapma Sapma Sapma

FM 3505 1,20 191,87 4,56 49,57 091 5,45 0,87 30,86 0,33 24,41 0,29 109,63 1,08
FE 30,46 1,35 198,46 1,25 56,64 0,00 13,79 0,90 44,68 0,96 37,65 0,84 149,87 3,08
FEa 1501 0,63 547,38 1,54 160,31 2,02 9,45 0,04 73,42 1,37 62,82 1,20 242,71 4,41
FB 49,08 2,13 515,78 3,58 14863 1,24 21,15 0,34 64,96 0,39 55,15 0,35 216,41 1,27
FW 116,30 2,48 57,84 0,70 16,55 0,15 1,98 0,12 6,43 0,04 5,55 0,03 21,08 0,13
FAO 14,34 0,82 229,15 4,14 60,32 2,23 22,58 0,49 44,17 0,38 37,59 0,33 146,77 1,22
FAW 62,94 13,39 74,01 1,76 20,43 0,44 4,72 0,17 4,82 0,04 3,93 0,03 16,64 0,12
FBO 7,24 0,13 828,88 802 23531 3,55 10,24 0,28 40,44 0,47 34,21 041 13517 1,522

FBW 7,46 2,74 514,89 2,22 141,55 0,82 0,57 0,02 1,01 0,02 0,78 0,02 3,642 0,072

G.A. 0,95 0,25
EC 2,45 0,29
C 4,66 0,21

Kuer 1,36 0,15

G.A.: Gallik asit; C: Katesin; EC: Epikatesin; Kuer: Kuersetin
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3.4. Cay Cicegi Ekstraktlarinin DNA Polimeraz Enzim inhibisyonu

Cay ciceginin cesitli ¢oziiciilerle yapilan ekstraksiyon sonucunda inhibisyon
bakildiginda, etil asetat, biitanol oOziitlerinde {iriin olugmadigi i¢in B. subtilis PolC
enzimi lizerine giglii bir inhibisyon etkisi oldugu goériilmektedir. Cay cigeginin eter,
metanol ve sulu Orneklerinde ise B. subtilis PolC proteini iizerine inhibisyon etkisi
yoktur.

Cay ciceginin E. coli DnaE proteini lizerinde inhibisyon etkisine bakildiginda
sadece sulu oOziitiinde inhibisyon olmayip; etil asetat, biitanol, metanol ve eter

Oziitlerinde giiclii bir inhibisyon oldugu goriilmektedir (Sekil 36).
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Sekil 36. Cay ciceginin DNA polimeraz iizerindeki inhibisyon sonucu
3.5. Cay Cicegi Ekstraktlarimin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Cay c¢iceginin metanol ekstrakti ile eter, etilasetat, biitanol ve fraksiyonlarinin kontol
ilag olarak secilen ampisilin ile karsilastirmali olacak sekilde inhibisyon zon ¢aplari

hesaplandi (Tablo 11). Etilasetat fraksiyonunun secili bakteriler lizerindeki zon ¢aplari

54



en fazla iken sulu fraksiyon zon c¢ap1 olusturmamistir. Etil asetat ve biitanol
fraksiyonlarinin Bacillus cereus bakterisine karst inhibisyonu kontrol ilagtan daha
yiiksek bulundu. Bu fraksiyonlarin gram (-) olan Pseudomonas aeruginosa bakterisine

kars1 inhibisyon zonlar1 tiim se¢ilen bakteriler i¢cinde en yiiksektir.

Tablo 11. Cay ciceginin farkli ekstraktlar izerindeki antimikrobiyal aktiviteleri

Mikroorganizmalar
Ekstraktlar Gram Pozitif Gram Negatif

(DMSO)
B.c S.a E.f Y.p E.c S.t P.a

FM
(20 mg/0,5 6 mm - - - - - -
mL)

FE
(111 mg/1 6 mm - - 6 mm - - -
mL)

FEa
(21 mg/0,5 I2mm 12mm - 10mm 8 mm 6 mm 14 mm
mL)

FB

(300 mg/1 10mm 6 mm - 10mm 6 mm - 12 mm
mL)

FwW
(400 mg/1 - - - - - - -
mL)
Ampisillin 8 mm 38mm  33mm 16 mm 24 mm 32mm 20 mm
(0,1 mg)

B. ¢: Bacillus cereus, S. a: Staphylococcus aureus, E. f: Enterococcus faecalis, Y. p: Yersinia
pseudotuberkulosis, E. c: Escherichia coli, S. t: Salmonella typhimurium, P. a: Pseudomonas
aeruginosa, - etki goriillmedi
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4. TARTISMA ve SONUC

Cay (Camellia sinensis) ¢igeginin metanol ekstraktini ve bundan elde edilen sivi
stv1 fraksiyonlarini inceledigimizde etilasetat ve biitanol fraksiyonlariin hem PolC hem
de DnaE {izerindeki inhibisyonlarinin flavan-3-ollerce (EGCG) zengin olmalarindan
kaynaklandigi Tablo 21° deki HPLC ve spektrofotometrik analiz sonuglarindan
goriilmektedir.

Yapilan caligmalarda, EGCG gibi monomerik flavan-3-O-gallatlar DNA
polimeraz inhibitorleri olarak bilinirken monomerik katesin ve epikatesinin inhibitor
etkileri gozlenmedi. Flavan-3-O-gallatlarin inhibitor etkilerinin yapilarindaki galloil
gruplarindan kaynaklandig1r anlasilmistir. Flavan-3-ollere bagli 3-O-galloil gruplar
DNA replikatif polimeraz olan DNA polimeraz o’y1 aktif bir sekilde inhibe eder. DNA
polimeraz o’nin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi icin vazgecilmez olan DNA
replikasyonunda 6nemli bir role sahip olmasindan dolay1r bazi anti kanser ilaglarinin
hedefindedir (Kornberg ve Baker 1992; Saito vd., 2004; Mizushina vd., 2005; Sakuda
vd., 2006).

Tablo 12. Sivi- sivi ekstraksiyonun HPLC- DAD ile Spektrofotometrik analiz
sonuclarinin karsilagtirilmasi
Toplam miktar1 verilen *FM *FE “FEa  °FB FW

Ozellik
Fenolik asit 1,45 3,90 7,94 4,88 0,73
HPLC Analizleri Flavan-3-oller 34,47 42,13 81,99 60,72 9,43
Diger flavonoidler 5,04 1,62 2,84 19,61 1,11
katesin+ diger 39,51 43,775 84,83 80,33 10,54
flavonoidler
Spektrofotometrik Pohfeno'l 1g':er1§.gi. 49,57 56,64 160,31 148,63 16,55
Analizl Flavonoid igerigi-1 5,45 13,79 945 21,15 1,98
nalizier

Flavonoid igerigi-2 2441 37,65 62,82 55,15 5,55

a: mg/g ekstrakt

Camellia sinensis ¢igek ekstraktlarinin sivi sivi ekstraksiyon ile asidik ve bazik
hidrolizli ekstraksiyon olarak iki grupta ele aldigimizda ise hidroliz uygulanan
fraksiyonlardaki flavanoid 6zellikle flavan-3-ol (katesin, epikatesin, EGCG) ve flavon
(luteolin) igeriginin yiiksek oldugunu goriiyoruz (Tablo 12 ve Tablo 13). Katesin ve
luteolin tlirevleri hemen hemen biitiin ekstraktlarda goriildiigli i¢in ¢ay ¢iceginin baslica

fenolik bilesenlerinin bu iki tiirden olustugunu sdyleyebiliriz.
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Tablo 13. Hidroliz ekstraksiyonlarinin HPLC-DAD ile Spektrofotometrik analiz

sonuclarinin karsilastirilmasi

Toplam miktar1 verilen

ozellik FAO FAW ?FBO ‘FBW
Fenolik asit 10,32 0,11 29,87 0,11
HPLC Analizleri Flavan-3-oller 94,35 13,50 10,84 0,03
Diger flavonoidler 3,83 0,92 3,18 0,35
katesint+ diger flavonoidler 98,18 14,42 14,02 0,38

. Polifenol icerigi 60,32 20,43 235,31 141,55
Spektrofotometrik gy, 010 ?(;er%gi—l 258 472 1024 0,57
Analizler Flavonoid icerigi-2 37,59 393 3421 0,78

a: mg/g ekstrakt

Hidroliz islemi sonucunda bazi biiyiik molekiillerdeki ester ve glikozidik baglar

kirilarak basit yapili molekiiller ortaya ¢ikar. Ornegin kondense tanenler onlari

olusturan katesin ya da epikatesinlere parcalanabilirler. Hatta EGCG, hidroliz

sonucunda epikatesin ve gallik asit olusacak sekilde pargalanabilir. Ayni sekilde

glikozidik flavonoidlerin de sekerlerle yaptiklar1 baglar kirilarak c¢ekirdek flavonoidler

ag1a ¢ikabilir. Ornek olarak rutinden rutinozid sekerinin ayrilmas1 sonucu kuersetinin

ortaya ¢ikmasi verilebilir (Sekil 37).

OH
OH

O OH Hidroliz
0

OH o)

0
HG@#
OH  on

Sekil 37. Rutin’ in Kuersetin’ e parcalanmasi

Aynmi sekilde metanol ekstraktinda ve sivi

sivt  ekstraksiyonun biitiin

fraksiyonlarinda diisiik miktarda tespit edilen gallik asitin, asidik ve bazik hidroliz

sonrasinda miktarinda artig tespit edilmesinin nedeni olarak EGCG’in asit ve baz ile

muamelesinden sonra yapisinda bulunan gallat formunun parcalanmasidir (Sekil 38).
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Sekil 38. EGCG’ tan gallik asit’ in ayrilmasi reaksiyonu

DPPHe radikal temizleme aktivitesinin bazik hidroliz organik fraksiyonunda
yiksek olmasi toplam polifenol igeriginin yiiksek olmasiyla orantilidir.
Spektrofotometrik analiz sonucunda toplam polifenol igeriginin bazik hidroliz organik

fraksiyonununda yiiksek bulunmasi bu iligkiyi dogrulayici niteliktedir (Tablo 13).

Toplam flavonoid igerigini belirlemek i¢in kullanilan iki ydntemin (toplam
flavonoid igeri-1 ve toplam flavonoid igerigi-2), radikal temizleme aktivitesiyle orantili
bulunmamasi aralarindaki korelasyonun diisiik olmasindan anlagilmaktadir (bkz. Boliim

3.3).

Toplam flavanoid igerigi-1 testinde sadece flavonlar1 ve flavonolleri tayin

edebilmemizin sebebi Al ile flavon ve flavonollarm C-4 keto grubu ve C-3 ya da C-5

hidroksil gruplarindan biriyle kararli komplekler olusturmasidir (Sekil 39).

OH

Flavonol Flavan-3-ol

Sekil 39. Flavonol ve Flavan-3-ol genel yapilari

Fakat Flavan-3-ollerde C-4 keto grubunun olmamasi Al" ile kompleks
olusturamamasina neden olmaktadir (Sekil 39). Bundan dolay1 flavonoid igerigi-2

yontemi flavan-3-ollere duyarli oldugu i¢in kullanildu.
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Toplam flavonoid igerigi-1’ de, flavonol smifindan olan kuersetin standarti
cinsinden asidik hidroliz organik fraksiyonu en yiiksek bulunurken bazik hidroliz su
fraksiyonu en diisik bulunmustur. Toplam flavanoid igerigi-2’de ise, sivi sivi
ekstraksiyonun etilasetat fraksiyonunda en yiiksek, bazik hidroliz sulu fraksiyonunda ise

en diisiik icerige sahip oldugu goriilmektedir (Tablo 12-13).

Baz hidrolizli ekstraksiyon, asit hidrolizli ekstraksiyondan daha agresiftir (Luthria
ve Pastor-Corrales, 2006; Mattila ve Kumpulainen, 2002). Bu veri dogrultusunda Tablo
21’ de verilmis olan asidik ve bazik hidroliz ekstraksiyonlarinin spektrofotometrik
analiz sonuclarma baktigimizda baz hidrolizli ekstaksiyon igeriginin asit hidrolizli
ekstraksiyondan daha yiliksek oldugunu gormekteyiz. Bu sonu¢ biiyiik yapili

polifenollerin ¢ay ¢icegi ekstraktlarinda oldukga fazla bulundugunu gostermektedir.

Antimikrobiyal aktivite polifenol igerigiyle iliskilidir (Chung, vd., 1998).
Antimikrobiyal aktivitenin en iyi oldugu sivi sivi ekstraksiyonun etilasetat
fraksiyonunda gozlenmesi ve ayni sekilde etilasetat fraksiyonun polifenol igeriginin
diger siv1 sivi ekstraksiyonunun fraksiyonlarindan daha yiiksek bulunmasi iligkiyi

dogrulamaktadir (Tablo 20-21).

Pek c¢ok klinik Oncesi arastirmada, luteolin'in antioksidan, anti-kanser ve anti-
inflamatuar aktiviteler de dahil olmak tiizere cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu
tespit edilmistir. Luteolin’in akciger kanserini, gii¢lii serbest radikal temizleme,
antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-proliferatif etkiler yoluyla engelledigini ve
dolayisiyla luteolin’in, insan akciger kanseri riskini azaltmak icin bir ilag olarak
gelistirilebilecegi gosterilmistir. Ayn1 sekilde flavan-3-ol grubunda yer alan katesinin de
saglik tlizerine antioksidatif, anti-timdr ve anti-inflamatuar etkiler gibi bircok yarari
oldugu gosterilmistir (Gupta vd., 2002; Higdon ve Frei, 2003; Lopez-Lazaro, 2009;
Braicu vd., 2013; Kasala vd., 2016; Kwon, 2017). Yapilmis olan bu caligmalarin
onciiliiglinde katesin ve luteolin icerigi fazla olan ¢ay ciceginin oldukc¢a degerli bir

dogal sifa kaynagi oldugunu sdyleyebiliriz.
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5. ONERILER

(Cay bitkisinin yapraklarindan yapilan ¢ay, diinya genelinde sudan sonra en ¢ok
tiiketilen icecektir. Cay yapraklarinin biyoaktif iceriklerinin saglik iizerine yararh
ozellikleri lizerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Dufresne ve Farnworth, 2001; Ferrara
vd., 2001; Kobayashi vd., 2006; Pastore ve Fratellone, 2006; Zhu vd., 2006; Hsieh ve
Chen, 2007; Khan ve Mukhtar, 2007; Chen vd., 2008; Wang vd., 2008). Cay
yapraklarina ek olarak ¢ay cicekleri oziitleri takviye ilaclarda, cilt bakimi, Oksiiriik
kesici ve balgam soktiiriicii ve koku giderici olarak Cin’ de kullanilan degerli bir
kaynaktir. Farmokolojik arastirmalar, cay ¢icegi Oziitliniin zeytin yag ile tedavi edilen
farelerde serum trigliserit yiikselmesi iizerine inhibe edici etkiye, insan gdgiis kanseri
MCF-7 hiicrelerinde apoptotik etkiye, siiperoksit anyonunu azaltici ve inhibe edici,
DPPH ve hidroksil serbest radikallerini temizleyici gibi iyi antioksidatif etkilere sahip
oldugunu gostermistir (Yoshikawa vd., 2008b; Yoshikawa vd., 2005, Way vd., 2009,
Yang vd., 2007; Zhang vd., 2007).

Inhibisyon sonuglarindan yola ¢ikilarak ¢ay cigeginin inhibisyon etkisi gdsteren
fraksiyonlarinin preparatif HPLC-DAD sisteminde ylriitiiliip her bilesenin ayr1 ayri
toplanarak inhibisyonun hangi bilesenden kaynaklandigi bulunabilir. Eger bu bilesen
yapist bilinmeyen bir bilesen ise MS, NMR, IR spektrumlarina basvurularak yapisi
aydmlatilabilir. Inhibisyon gdsteren bilesenlerin antioksidan ve antimikrobiyel
ozellikleri test edilebilir. Katesin ve luteolin tiirevlerince zengin olan ¢ay ¢icegindeki bu
tirevlerin neler oldugu aydinlatilarak bu bilesenlerin insan sagligi {lizerinde ne gibi
yararlart oldugu hiicre kiiltiirii ve hayvanlar iizerindeki deneylerle test edilip, ila¢ etken

maddesi olarak arastirilabilir.
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