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1. PROJENIN TURKCE VE INGILIiZCE ADI ve OZETLERI

Farkli Cay Ekstraktlarinin Antioksidan, Antibakteriyal Etkileri ve Fenolik Madde Dagiliminin
HPLC lle Belirlenmesi

Determination of antioxidant and antibacterial activities and phenolic compounds
distribution of different tea extracts by HPLC

OZET

Taze cay yapragi (TCY) ve yesil ¢ay (YC)’dan elde edilen metanol, etanol ve su ekstraktlar
ile bunlarin ham, etil asetat ve su fraksiyonlarinin polifenol icerigi ve antioksidan aktivitesi
degerlendirilmis olup ham ekstraktlarin HPLC ile polifenol dagilimi belirlenmistir. Sonuglar,
cay orneklerinde metanol veya suyun polifenol ekstraksiyonu i¢in en etkili solvent oldugunu
gostermistir. En yiiksek polifenol verimi (TCY icin 78.8-169.5 mg/g kuru ¢ay; YC icin 11.8-
88.5 mg/g kuru cay) ham ekstraktlarla elde edilmistir. TCY i¢in 523.7-680.2 mg GAE/g kuru
ekstrakt; YC i¢in 481.8-560.8 mg GAE/g kuru ekstrakt olmak {izere en fazla toplam polifenol
icerigi, en diisiik ekstraksiyon verimine sahip etil asetat fraksiyonlarinda tespit edilmistir.
TCY’ inda 74.1-80.8 g ascorbic acid/100 g kuru ekstrakt ve Y(C’da 64.8-78.6 g ascorbic
acid/100 g kuru ekstrakt olmak iizere en yiiksek antioksidan aktiviteyi de bu fraksiyonlar
gostermistir. Her iki ¢ay i¢in de toplam polifenol igerigi ile antioksidan aktivite arasinda
oldukca yiiksek korelasyon katsayisi (R2 , TCY icin 0.9376; YC icin 0.9783) elde edilmistir.
TCY ve YC’da HPLC ile iki grup fenolik madde (katesinler ve flavonol glikozidler) tespit
edilmistir. Caylarin baslica fenolik maddesini katesinlerden EGCG, flavonol glikozidlerden
Q3RG olusturmustur. Kullanilan 3 solvent i¢cinde metanol veya suyun katesin ve flavonol
glikozidlerin ekstraksiyonu i¢in en etkili solvent oldugu saptanmistir. TCY daha fazla toplam
katesin (8.49-69.62 mg/g kuru ¢aya karsilik 64.74-150.36 mg/g kuru cay) ve toplam flavonol
glikozid (0.20-1.78 mg/g kuru ¢aya karsilik 1.23-3.38 mg/g kuru cay) icermistir. Kullanilan
kaynaga bagl olarak, ham ekstraktlar ve etil asetat fraksiyonlar1 Staphylococcus aureus ve
Bacillus cereus iizerinde antibakteriyal aktivite gOstermistir. Buna karsin, su fraksiyonlari

incelenen bakterilerde herhangi bir aktivite gostermemisltir.

Anahtar kelimeler: Fenolik madde, cay, HPLC, antioksidan, solvent, ekstraksiyon



ABSTRACT

Polyphenol content and antioxidant activity of methanol, ethanol and water extracts and their
crude, ethyl acetate and water fractions derived from fresh tea leaves (FTL) and green tea
(GT) were evaluated, and polyphenol distribution of crude extracts were determined by
HPLC. The results indicated that in tea samples, either methanol or water were most efficient
solvents for extraction of polyphenols. Highest polyphenol yield was obtained with crude
extracts, which was 78.8-169.5 mg/g dw tea for FTL and 11.8-88.5 mg/g dw tea for GT. All
ethyl acetate fractions from FTL and GT contained the highest total polyphenol content,
523.7-680.2 and 481.8-560.8 mg GAE/g dry extract, respectively, with the lowest extraction
yield and they possessed the greatest antioxidant activities which varied from 64.8-78.6 to
74.1-80.8 g ascorbic acid/100 g dry extract for GT and FTL, respectively. A rather high
correlation coefficient (R*=0.9376 for FTL and 0.9783 for GT) was obtained between
antioxidant activity to total polyphenol content for both teas. Two classes of phenolics
(catechins and flavonol glycosides) were detected by HPLC in tea extracts. In both FTL and
GT, EGCG was the dominant catechin and Q3RG was the dominant flavonol glycoside.
Among three solvents used, either methanol or water was found to be the most efficient
solvent for extracting catechins and flavonol glycosides. FTL showed higher total catechins
(64.74-150.36 mg/g dw tea vs 8.49-69.62 mg/g dw tea) and total flavonol glycosides (1.23-
3.38 mg/g dw tea vs 0.20-1.78 mg/g dw tea). Crude extracts and ethyl acetate fractions
showed antibacterial activity on Staphylococcus aureus and Bacillus cereus depending on the

plant source. Water fractions did not show any activity against the studied bacteria.

Key words: Phenolic compound, tea, HPLC, antioxidant, antibacterial, solvent, extraction



2. AMAC ve KAPSAM

Cay, beslenme agisindan en onemli polifenol kaynagidir (Gramza and Korczak, 2005).
TCY lar1 polifenollerce, 6zellikle de flavan-3-ol (katesin) ve flavonol glikozidlerce zengindir
(Clifford et al. 2000). YC, taze toplanmis yesil yapraklarin soldurma, kivirma, kurutma ve
kavurma iglemine ugratilmasi ile iiretildigi icin polifenol bilesimi taze ¢ay yapraklarindan ¢cok
az farklilik gostermektedir (Wheeler and Wheeler, 2004). Son yillarda ¢ay katesinlerine
biyolojik aktivitelerinden dolay1 ¢ok fazla ilgi gosterilmektedir (Chen et al. 2001). Cayin
yararli 6zelliklerinin onun antioksidan (Zandi and Gordon, 1999; Mello et al. 2005; Navas et
al. 2005), antimutajenik (Halder et al. 2005), antikarsinojenik (Han, 1997; Zu et al. 2005) ve
antibakteriyel (An et al. 2004) etkilerinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Cay su anda
diinyada sadece popiiler bir icecek degil ayn1 zamanda ¢esitli fiziksel formlarda hazirlanmig
ekstraktlar1 gida, temizlik ve kozmetik sanayinde kullanilmaktadir (Wang et al. 2000).
Ornegin, yenilebilir yaglarda (Navas et al. 2005; Chen and Chan 1996; Yilmaz, 2006) ve
pisirilmis et iirlinlerinde (Nissen et al. 2004; Tang et al. 2001) cay ekstraktlarinin kullanimi
peroksit birikimini engelleyerek iiriin stabilitesini artirmaktadir. Tiim bu gergekler nedeniyle,
TCY ve YC’in fenolik madde bilesimini daha dogru olarak belirleyebilmek icin Oncelikle
uygun bir ekstraksiyon gerekmektedir. Ancak, yapilan literatiir taramasi sonucunda YC
(Sharma et al. 2005; Baptista et al. 1999; Perva-Uzunalic et al. 2006; Bu-Abbas et al. 1997,
Row and Jin, 2005) ve TCY ’ndan (Yao et al. 2004) polifenollerin ekstraksiyonu iizerine fazla
miktarda ¢aligma olmasina ragmen farkli ekstraksiyon metotlarinin TCY ve YC’in fenolik
madde dagilimi ve antioksidan aktivitesine etkisi tlizerine herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Bu arastirma ile ektraksiyon kosullarinin TCY ve YC’in fenolik madde
dagilimi1 ve bunun yan1 sira toplam polifenol igerigi ve antioksidan aktivitesi iizerine etkisi

saptanacagindan bu konudaki literatiir eksikligi biraz giderilmis olacaktir.

Bu arastirmada dncelikle ¢ay 6rneklerinin metanol, etanol ve su ile ekstraksiyonlarindan elde
edilen ¢esitli fraksiyonlarin toplam fenolik madde igerigi spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. S6z konusu solventler, gida maddelerinden polifenol bilesiklerin ekstraksiyonu
icin yaygin olarak kullanilmalarindan (Pinelo et al. 2004b) dolay1 se¢ilmistir. Daha sonra, en
yiiksek polifenol verimi elde edilen fraksiyonlarin (etilasetat, kloroform ve su) fenolik madde
dagiliminin HPLC yontemiyle belirlenmesi amag¢lanmistir. Ayn1 zamanda, farkli ekstraksiyon
kosullar1 altinda fenolik madde bilesimi ile antioksidan aktivite arasinda bir iliski olup

olmadig1 da saptanmis olacaktir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Proje materyali olarak kullanilan TCY (Mayis 2005°te toplanmis Muradiye klonu) 6rnekleri
Cay Arastirma Enstitiisii-Rize’den temin edilerek en kisa silirede laboratuar liyofilizerinde
(Labconco FreeZone 6, Maryland-USA) kurutulmustur. YC o6rne8i (Cay-Kur marka) ise
Ankara’daki bir marketten temin edilmistir. Her iki cay Ornegi bir kahve ogiitiiciisii ile
ogitiilerek 150-300 um partikiil boyutlarinda olacak sekilde elenmis ve kullanilincaya kadar

+4°C de muhafaza edilmistir.

Polifenol ekstraksiyonu i¢in kullanilan metanol, etanol ve kloroform HPLC saflifinda olup
Riedel-de Haén (BioChemica Fluka Cheme GmbH Buchs-isvigre)’dan, etil asetat Merck
(Darmstadt-Almanya)’den satin alinmigtir. Spektrofotometrik toplam polifenol analizinde
kullanilan Folin-Cioacalteu reaktifi ve Na,CO; E. Merck Co. (Darmstadt, Almanya)’den,
antioksidan analizinde kullanilan 2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH) Sigma Chemical
Company (St. Louis, MO, ABD)’den satin alinmistir. Kullanilan diger kimyasallar analitik
saflikta olup Merck (Almanya) satin alinmistir. HPLC ile fenolik madde analizinde kullanilan
Katesin (C), Epikatesin (EC), Gallokatesin (GC), Epigallokatesin (EGC), Epigallokatesin
gallat (EGCG) ve Epigallokatesin (EGC) Sigma Chemical Company (St. Louis, MO,
ABD)’den, Kuersetin-3-glukozid (Q3G) Fluka’dan (Biochemica-Fluka Cheme- Isvicre),
Rutin (Kuersetin 3-ramnoglukozid, Q3RG) Wako Chem. Co.’den ve Kamferol 3-
ramnoglukozid (K3RG) Chromadex (Santa Ana, ABD)’ den satin alinmistir. HPLC saflikta
fosforik asit ve asetonitril Riedel-de Haén’ den satin alinmistir. Calismalarda kullanilan RP-
HPLC kolon (5um Tracer Extrasil 0052 (250x4.6 mm) (Teknokroma Barselona, Ispanya),
0.45 pm’lik PTFE membran filtreler Macherey-Nagel (Almanya)’den satin alinmistir.
Calismada orbital ¢alkalayici (Biosan, OS-10), derin dondurucu (-28 °C) (Philco), buzdolab1
(+4 °C) (Argelik), HPLC degazor (Shimadzu, DGU-14A), spektrofotometre (Shimadzu, UV-
VIS 1601), santrifiij (SIGMA 2-16) kullanilmistir.



3.2.Yontem

3.2.1. Ekstraksiyon

Ogiitiilmiis cay 6rnegi, ham ekstrakt elde etmek amaciyla etanol, metanol ve saf su ile 3
tekerriirlii olarak asagida belitildigi gibi ekstrakte edilmistir. Su ekstrakti igin; 1g Ornek
tizerine 50g taze olarak kaynatilmis su eklenerek termos i¢inde 10 dk siireyle infiizyona
(demleme) ugratilmistir. Elde edilen infiizyon, pamuktan gecirilerek filtre edilmis ve stiratle
musluk suyu altinda sogutulmustur. Daha sonra bu ekstrakt liyofilizerde kurutulmus ve

ekstraksiyon verimini hesaplamak amaciyla hassas terazide tartilmistir.

Metanol ve etanol ekstraktlar i¢in de asagidaki yontem takip edilmistir: 1g 6rnek 50 ml
metanol veya etanol ile 2 saat siireyle orbital g¢alkalayici ile oda sicakliginda, karanlikta
ekstrakte edilmistir. Karigim, Whatman No.1 filtre kagidindan filtre edildikten sonra berrak
filtrat rotary evaporator kullanilarak 40 °C’de vakum altinda kurutulmustur. Elde edilen kuru

ham ekstrakt ekstraksiyon verimini hesaplamak amaciyla tartilmistir.

3.2.2. Fraksiyonlara ayirma

Ham kuru ekstrakt 10 ml saf su igerisinde ¢ozilindiiriilmiistiir. Sulu ¢6zelti, ¢cay bilesenlerini
ayirmak icin yaygin olarak kullanilan solventlerden 6nce kloroform (kafein ve pigmentleri
uzaklagtirmak icin) ile daha sonra etil asetat ile 1:1 (v/v) oraninda sivi-sivi ekstraksiyonuna
tabi tutulmustur. Her bir sivi-siv1 ekstraksiyonu, ayirma hunisi kullanilarak 10’ar dakikadan
2’ser kez olmak iizere, ¢alkalayici iizerinde gerceklestirilmistir ve elde edilen organik fazlar
birlestirilmistir. Etil asetat fazlarmin suyu, susuz sodyum siilfat ile uzaklagtirilmis ve filtre
edilmistir. Tiim organik fazlar, vakum altinda evapore edilerek kurutulmustur. Kuru
ekstraktlar tartildiktan sonra sulu etanol (%50) i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Geride kalan sulu

fazlar ise liyofilize edilerek kurutulmus, tartilmis ve saf su i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir.



3.2.3. Ekstraksiyon veriminin hesaplanmasi

Evapore ya da liyofilize edilerek kurutulmus ekstraktlarin verimi (kuru agirlik bazinda)

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmastir.

% verim = (W;*100)/ W,

Formiilde W, solvent uzaklastirilarak kurutulmus ekstraktin agirligini, W, ise cay ya da gay

yapraginin kuru agirligini géstermektedir.

3.2.4. Toplam polifenol tayini

Toplam polifenol analizi spektrofotometrik Folin-Ciocalteu ydntemine gore (Obanda ve
Owuor, 1997) yapilmistir. Bu analiz i¢in standart gallik asit ¢ozeltisinin 0.005-0.05 mg/ml
araligindaki 9 farkli konsantrasyonu ile bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir (R*=0.99).
Sonuglar elde edilen egrinin regresyon esitliginden yararlanilarak hesaplanmis ve mg gallik

asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir.

Bu yontemde 100 pg/ml’ye saf su ile seyreltilmis 1 ml cay ekstrakti 1 ml (3 kez su ile
seyreltilmis) Folin-Ciocalteu reaktifi ile karistirtlmistir. 5 dakika sonra bu karigima 2 ml (%
35’1ik) doygun sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilerek iyice karistirilmis ve 2 ml su ile 6
ml’ye seyreltilmistir. Elde edilen karisim 30 dakika karanlikta bekletildikten sonra olusan

mavi rengin absorbansi spektrofotometrede 700 nm’de okunmusgtur.
3.2.5. Antioksidan aktivite tayini

Cay oOrneklerinin antioksidan aktivitesi, DPPH yontemi (Katalini¢ et. al. 2004; Atoui, 2005)
kullanilarak belirlenmistir. Bu amacla, otomatik pipet yardimiyla 50 pl cay ekstraktindan (200
pg/ml) almarak 1950 pl 6x10° molar DPPH radikali (metanolde hazirlanmis) ile
karigtirilmistir. Kontrol olarak saf su kullanilmistir. Reaksiyon karisimi vorteks karistiricida

karistirtlip oda sicakliginda 60 dakika siireyle karanlikta bekletilmistir. Siirenin bitiminde



karigimin absorbansi spektrofotometrede 517 nm’de metanole kars1 okunmustur. Antioksidan

aktivite (% AA), asagidaki esitlikten (Yen and Duh, 1994) yararlanilarak hesaplanmastir.
AbSKontrol B AbS

A bS Kontrol

AA(% ) = srmek 100

Formiilde A4bs,,,,.,, Ornek icermeyen DPPH c¢ozeltisinin absorbansini, Abs,, , Ornek iceren

DPPH c¢ozeltisinin absorbansini gostermektedir. Ayni kosullar altinda referans antioksidan
olarak askorbik asit ¢ozeltisinin 0-150 pg/ml araligindaki farkli konsantrasyonlari ile bir
kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Orneklerin AA’si askorbik asit esdegerine déniistiiriilerek g
askorbik asit esdegeri (AEAA)/100 g kuru ekstrakt olarak aciklanmistir. Yiiksek AEAA

degerleri 6rnek AA’sinin yiiksekligini gostermektedir.

3.2.6. Antibakteriyel aktivite

Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesinde kullanilan bakteri kiiltiirleri (Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes (ATCC 7644), E. coli O157:H7, Hafnia alvei, Salmonella
enteritidis (ATCC 13076), E. coli Type 1 and Bacillus cereus) Ankara Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimi kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Test bakterileri Tyriptic Soy
Broth (Merck, Germany) besiyerinde 37°C’de 18-24 saat siireyle gelistirilmistir.
Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesinde kullanilan disk diflizyon metodunda (Bauer et al.,
1966) 6 mm ¢apinda standart bos diskler (Oxoid, Basinstoke, UK) kullanilmistir. Disklerin
her birine TCY ve YC ekstraktlarindan (2 mg/mL) 200ul emdirilmis ve laminar akisli kabinde
(Forma Scientific) kurutulmustur. Test bakterileri steril svab ile Nutrient Agar (Merck,
Germany) besiyerinin yiizeyine ince bir film halinde yayilmistir. Inokiile edilen ve disklere
yerlestirilen petri plaklar1 37 °C’de 18-24 h inkiibe edilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda disk
cevresindeki gelisme olmayan bolgede inhibisyon zonu Ol¢iilmiis ve mm olarak

kaydedilmistir. Ayn1 islem kontrol amactyla % 50 etanol ¢ozeltisine uygulanmistir.

3.2.7. HPLC ile fenolik madde analizi

Suda ¢oziindiiriilmiis olan ham ekstrakt saf su ile konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde

seyreltilmis ve 0,45 um’lik membran filtreden gecirilerek filtre edilmistir. Filtre edilmis



ekstraktin 20 pl’ st HPLC kolonuna enjekte edilmistir. HPLC analizinde uygulanan kosullar

Cizelge 3.1°de verilmistir (Turkmen and Velioglu, 2006).

Ornekteki fenolik bilesiklerin tanimlanmasi, bilesiklerin kolondaki alikonma siiresi ve UV-
spektrumlarinin ilgili standart maddelere ait siire ve spektrumlarla karsilastirilmasiyla
yapilmistir. Fenolik bilesiklere ait piklerin tanimlanmasi ve miktarlarinin hesaplanmasi
bilesiklerin maksimum absorbans degeri verdigi dalga boyunda gerceklestirilmistir. Bu

nedenle, katesinler ve flavonol glikozidlerin analizi i¢in 270 nm dalga boyu secilmistir.
Bilesiklerin miktarlarinin tespit edilmesinde bilesiklere ait HPLC kromatogramlarindan elde

edilmis entegre alanlar ve standart maddelerin ara stok ¢ozeltileri ile hazirlanmig kalibrasyon

egrilerinden yararlanilmistir.

Cizelge 3.1. HPLC ¢alisma kosullar1 ve gradient elusyon programi

Gradient elusyon

HPLC ¢alisma kosullar1
programi
Model : Shimadzu stire A B
(dak) (%) (%)
Kolon :  Teknokroma Extrasil ODS2
(250x4.6 mm; 10 pm; Cig) 0 8 92
Kolon Firini : CTO-10A SVp 10 8 92
Sistem Kontrol Unitesi : SCL-10 Avp 57 18 82
Dedektor :  Fotodiyot array (PDA) 78 24 76
Basing ;250 Kgf 80 26 74
Pompa : LC-10 ADVp 92 28 72
Mobil Faz : A = Asetonitril
B =Su+ % 0,1 fosforik asit (w/v) 98 80 20
Dedeksiyon : 270 ve 355 nm 108 8 92
Akis Hiz1 ;1 ml/dk.
Kolon Sicakligi : 40°C
Enjeksiyon Miktar1 : 20l




3.2.8. Istatistik analiz

[statistik analizler SPSS programi (10.1 versiyonu) ile gerceklestirilmistir. Sonuglar 3 tekrarl
Olclimlerin ortalamas1 + standart sapma olarak goOsterilmistir. Tek yoOnlii varyans analizi
yapilmistir ve uygulamalar arasindaki 6nemli farkliliklar Duncan ¢oklu karsilagtirmali testi ile
belirlenmigtir. Farkliliklarin p<0.05 seviyesinde dnemli oldugu diisiiniilmiistiir. Degiskenler

arasindaki korelasyonlar regresyon analizi (Sokal and Rohlf, 1995) ile gerceklestirilmistir.



4. ANALIZ ve BULGULAR

Aragtirma kapsaminda TCY ve YC da farkli solventler kullanilarak yapilan ekstraksiyon
sonucunda elde edilen ekstraktlarda gerceklestirilen toplam polifenol ve AA analizlerinin
sonucu Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Ayrica, toplam polifenol icerigi ile AA
arasindaki iligki Sekil 4.1°de gosterilmistir. Hem TCY hem de YC oOrneklerinde en yiiksek
polifenol veriminin bu Orneklere ait ham ekstraktlarda elde edilmesi nedeniyle bu
ekstraktlarin HPLC ile polifenol (katesin ve flavonol glikozid) dagilimi belirlenmistir. Buna
iligkin sonuclar Cizelge 4.3 ve 4.4’de verilmistir. TCY ve Y(C’dan elde edilen farkli solvent
ekstraktlarinin farkli fraksiyonlarinin antibakteriyel aktiviteleri Cizelge 4.5°de verilmistir.

S6z konusu ekstraktlara ait 6rnek kromatogramlar Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4. 1. TCY ve YC den elde edilen farkli solvent ekstraktlarina ait farkli fraksiyonlarin
toplam polifenol igerigi (mg GAE/g kuru ekstrakt), polifenol verimi (mg GAE/g

kuru ¢ay) ve ekstraksiyon verimi (%)

Ekstrakt
Ornek Fraksiyon Metanol Etanol Su
Polifenol igerigi
Ham 338.446.14" 355.2+2.21°% 351.2+11.54°
Etil asetat fraksiyonu 523.7431.92°  680.244.44°  615.8+5.98°
Su fraksiyonu 192.2+2.88° 155.443.18°  183.3+4.99"
Polifenol verimi
TCY Ham 169.5+£3.55°¢ 78.8+0.63% 133.6i2.16bb
Etil asetat fraksiyonu 119.9+1.80° 60.6+1.81° 93.242.08
Su fraksiyonu 43.7+1.93° 18.3+0.49° 38.0+0.70°
Ekstraksiyon verimi
Ham 50.1+0.23 22.5+0.94 39.4+1.34
Etil asetat fraksiyonu 23.3+1.20 10.3+0.23 13.5+1.13
Su fraksiyonu 24.1+1.71 10.5+0.52 24.34+0.26
Polifenol igerigi
Ham 283.6+3.96°  276.5£11.70°  204.4+3.02°
Etil asetat fraksiyonu 481.849.48" 560.8£11.99°  470.2+3.68"
Su fraksiyonu 161.4+2.84° 128.6+1.92*  155.9+4.05"
Polifenol verimi
e Ham 64.9+3.14° 11.8+0.29" 88.5+3.19°
Etil asetat fraksiyonu 42.1+41.43 7.4+0.15° 49.6+0.56°
Su fraksiyonu 22.440.50° 5.3+0.21° 32.7+1.47¢
Ekstraksiyon verimi
Ham 22.1£1.06 5.8+0.22 32.0+0.47
Etil asetat fraksiyonu 8.6+0.57 1.6+0.07 8.6+0.03
Su fraksiyonu 13.8+0.20 3.3+0.29 24.1+0.70

*: Her cay 6rnegi i¢in ayn1 satirdaki farkli harfler, istatistiksel olarak farklilig1 gostermektedir (p<<0.05).
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Cizelge 4. 2. Taze ¢ay yapragi ve yesil ¢aydan elde edilen farkli solvent ekstraktlarina ait farkli

fraksiyonlarin antioksidan aktivitesi (g AEAA/100 g kuru ekstrakt)

Ekstrakt
Ornek Fraksiyon Metanol Etanol Su

Ham 52.0+1.76" 52.1+1.72° 59.8+2.02°

TCY Etil asetat fraksiyonu  74.1£2.19* 79.3+0.92° 80.8+0.13"
Su fraksiyonu 32.0+2.42° 30.7+2.14° 22.2+40.75

Ham 44.3+0.08° 30.5+0.46 32.5+1.17°

YC Etil asetat fraksiyonu 70.8+2.28" 64.8+£1.76" 78.6+1.66"
Su fraksiyonu 23.3+0.77° 21.8+0.69" 16.10.66"

*: Her ¢ay Ornegi i¢in ayni satirdaki farkli harfler, istatistiksel olarak farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
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Cizelge 4. 3. Farkli solventler kullanilarak elde edilen ham ekstraktlarin katesin

(mg/g kuru ¢ay) dagilim1
Katesin
Omek  Solvent EGC ECG EC EGCG  Toplam katesin
Etanol  3.05+0.18" 0.68+0.01° 0.90+0.02" 3.86+0.19" 8.49+0.41°
YC  Metanol  17.95+0.71° 4.80+0.11° 5.41+0.10° 27.33+0.46" 55.49+0.24°
Su 25.94+0.80° 4.74+0.18° 7.53+0.13° 31.41+0.73° 69.62+0.02°
Etanol 16.67+0.16* 6.09+0.16° 7.46+0.02° 34.53+0.85" 64.74+1.09°

TCY  Metanol  34.28+0.16° 13.85+0.03° 16.01£0.08" 86.22+0.80° 150.36=0.91°

Su 28.39+2.49" 9.03+0.56° 14.80+1.06" 58.57+4.19° 110.79+8.30°

" Her ¢ay 6rnegi icin aym siitundaki farkli harfler, istatistiksel olarak farkliligi gostermektedir (p<0.05).

Cizelge 4. 4. Farkli solventler kullanilarak elde edilen ham ekstraktlarin flavonol glikozid

(mg/g kuru ¢ay) dagilimi
Flavonol glikozid

Ornek  Solvent Q3RG Q3G K3RG Toplam flavonol glikozid

Etanol  0.07+0.01* 0.04+0.00*  0.09+0.00° 0.20+0.01°
YC  Metanol  0.47+0.00° 0.21£0.00°  0.26+0.00° 0.94-+0.00°

Su 0.95£0.06° 0.30+£0.01°  0.52+0.00° 1.78+0.07°

Etanol  0.66+0.05* 0.43+0.02*  0.14+0.01° 1.23+0.08"
TCY  Metanol  1.99+0.02° 1.02£0.01°  0.37+0.00" 3.38+0.02°

Su 1.56+0.13° 0.86+0.06°  0.59+0.02° 3.01+0.21°

" Her gay 6rnegi igin aym siitundaki farkls harfler, istatistiksel olarak farkliligi gostermektedir (p<0.05).
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Cizelge 4.5. Taze cay yapragi ve yesil ¢caydan elde edilen farkli solvent ekstraktlarina ait

farkli fraksiyonlarin antibakteriyel aktivitesi

TCY YC
Inhibisyon zon ¢ap1 (mm) Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
Bakteri Fraksiyon
Metanol Etanol Su Metanol Etanol Su
Ham 12.0+0.00 12.0+0.00 11.5+0.00 zy* zy 10.0+0.00
S. aureus Etil asetat 13.0+1.00 15.0+0.00 15.3+0.33 10.0+0.00 11.0+0.52 14.8+0.60
Su zy zy zy zy zy zy
Ham zy zy zy zy zy zy
H. alvei Etil asetat zy zy zy zy zy zy
Su zy zy zy zy zy zy
Ham zy zy zy zy zy zy
Sal. enterocolitica  Etil asetat zy zy zy zy zy zy
Su zy zy zy zy zy zy
Ham zy zZy zy zy zy zy
L. monocytogenes  Etil asetat  zy zy zy zy zy zy
Su zy zy zy zy zy zy
Ham zy zy zy zy zy zy
B. cereus Etil asetat  8.0+0.00 8.7+0.33 8.5+0.29 7.0+0.00 8.2+0.17 8.3+0.17
Su zy zy zy zy zy zy
Ham zZy zZy zy zy zy zZy
E. coli O157:H7 Etil asetat zy zZy zy zy zy zy
Su zy zy zy zy zy zy
E. coli Ham zy zy zy zZy zZy zZy
Etil asetat zy zy zy zy zy zy
Su zy zy zy zy zy zy
zy: zon yok
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5. SONUC ve ONERILER

5.1. Toplam Polifenol

Ekstrakt tipine, kullanilan ekstraksiyon solventine ve materyale bagl olarak toplam polifenol
icerigi TCY ve YC icin sirasiyla 155.4-680.2 mg GAE/g kuru ekstrakt ve 128.6-560.8 mg
GAE/g kuru ekstrakt olarak bulunmustur (Cizelge 4.1). TCY ve YC’a ait en diisiik polifenol
icerigi kloroform fraksiyonu (1 mg/g ka’dan daha az) ile elde edilmistir. Bu sonug¢ kloroform
fraksiyonu ile ilgili yeterli ¢alisma bulunmamasina ragmen, yesil cay ve warmwood bitkisi ile
yapilan c¢alismalar (Bu-Abbas et al. 1997, Canadanovic-Brunet et al. 2005) ile uyum
saglamistir. Tablo 2°de goriildiigii gibi, ekstrakt bazinda hem TCY hem de YC i¢in en yiiksek
polifenol icerigi etil asetat fraksiyonundan elde edilirken bunu sirasiyla ham ekstrakt ve su
fraksiyonu izlemistir. Bunun, etil asetatin ¢aym baslica fenolik bilesikleri olan katesin ve
teaflavin gibi daha az polar bilesikleri daha fazla ekstrakte etmesinden (Larger et al. 1998; Su
et al. 2003) kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Benzer bulgular, tatli portakal kabugu
(Anagnostopoulou et al., 2006), Sorbus domestica meyvesi (Termentzi et al. 2005), kirmizi
algler (Duan et al. 2006) ve mantar (Cheung et al. 2005) ile yapilan ¢alismalarda da elde
edilmistir. Copeland et al. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada ise yesil ¢ay ekstraktlarinin etil
asetat ile fraksiyonlarina ayrilmasi sonucunda biitiin flavanoller ve flavonol glikozidler etil
asetat fazini tercih etmislerdir. Genel olarak, hem TCY hem de YC i¢in ekstraksiyon solventi
olarak su kullanildiginda, ham ekstraktlarin ve etil asetat fraksiyonlarinin polifenol igerigi
metanol ve etanole goére onemli diizeyde fazla tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Bu durum
solventlerin ¢ay bilesenlerine kars1 gosterdigi ilgilerinin (affinite) farkli olmasindan (Farhoosh
et al. 2007) kaynaklanabilmektedir. Ancak, su fraksiyonlar1 farkli egilim gdstermis olup en
yiiksek polifenol icerigi metanol ile elde edilmistir ve bunu sirasiyla etanol ve su
izlemistir. YC ekstraktlarinin toplam polifenol igerigi TCY’na gore daha diisiik tespit
edilmistir. Bunun nedeninin polifenol oksidaz enzimini inaktif hale getirmek i¢in uygulanan

1s1l islem siiresince polifenollerin parcalanmasi oldugu diistiniilmektedir.

TCY ekstraktlarinin polifenol verimi (% 18.3-169.5 mg GAE/g ka), YC'in polifenol
veriminden (% 5.3-88.5 mg GAE/g ka) c¢ok daha yiiksek bulunmustur. Ekstraksiyon
verimlerinde de ayni e8ilim gozlenmistir. Arastirma bulgularimizla uyumlu olarak, Chan et

al.(2006) yesil cayin toplam polifenol veriminin taze ¢ay yapraklarindan énemli diizeyde daha
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diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Wright et al. (2000) % 40’lik etanol kullanarak 40 farkl
taze cay yapragmin polifenol igerigini 104.3-290.09 mg/g kuru cay yapragi olarak tespit
etmiglerdir ve bu sonuglar bu ¢alismanin sonuglar1 ile kismen uyum igerisindedir. Khokhar
and Magnusdottir (2002)’1n calismasindaki farkli yesil ¢aylarin su ekstraktlarina ait ortalama
86.3 mg GAE/g kuru madde toplam fenolik verimi aragtirmamiz bulgular ile benzerlik
gostermistir. Fenolik bilesenler ¢ogunlukla hiicre vakuollerinde, ¢6ziiniir veya ¢oziinmez
formda ve hiicre duvar bilesenleriyle kombinasyon halinde bulunurlar (Wach et al. 2007).
Achouri et al. (2005)’e gore protein-polifenol kompleksi olusumununda hidrojen, iyonik ve
kovalent baglar da dahil ¢esitli interaksiyonlar bunlarin basinda da hidrofobik interaksiyonlar
rol oynamaktadir. Bu interaksiyonlar sicaklik, pH gibi c¢esitli faktorlerden oldukca fazla
etkilenmektedir. Bu gercekler 1s18inda, yesil ¢aydan polifenollerin daha az ekstrakte
edilmesinin nedeninin ¢6zlinmez formdaki polifenol-protein ve polifenol-karbonhidrat
yapilarinin olabilecegi disiiniilmektedir (Siddhuraju, 2006). Benzer sekilde Yu et al.
(2006)’1n ¢alismasinda, dogrudan kabugu soyulmus yerfistiginin toplam fenolik madde igerigi

1s1 uygulanarak kabugu soyulmus yerfistigininkinden yiiksek bulunmustur.

Yesil cay ve taze gay yapraginin polifenol verimi iizerine ekstraksiyon solventlerinin etkisi
onemli bulunmugtur (p<<0.05). Ancak her iki materyalin polifenol verimlerinde farkli egilimler
gozlenmistir. Taze cay yapragi i¢in metanoliin, yesil ¢ay i¢in ise suyun en etkili solvent
oldugu tespit edilmistir. Benzer bir durum Pinelo et al. (2004a)’in calismasinda da

gozlenmistir.

Bu calismada, daha 6nce yapilan ¢alismalar (Pinelo et al. 2004a; Jayaprakasha et al. 2003)’a
benzer olarak TCY ve YC’1n her ikisi i¢in de gecerli olmak iizere, toplam polifenol verimi ve
toplam polifenol igerigi arasinda herhangi bir korelasyon bulunamamistir. Benzer sekilde, Sun
and Ho (2005) tarafindan yapilan ¢alismada toplam fenolik madde igerigi birbirine yakin
olmasina ragmen buckwheat bitkisinden elde edilen metanol ekstraktinin veriminin etanol

veriminden daha yiiksek oldugu saptanmaistir.

5.2. Antioksidan Aktivite

TCY ve YC’in fraksiyonlarinin AA’si fraksiyon tipi, ekstraksiyon solventi ve materyale bagh
olarak, 200 pg/ml konsantrasyonda sirasiyla 22.2-80.8 ve 16.1-78.6 g askorbik asit/100g
ekstrakt olarak bulunmustur (Cizelge 4.2). Her iki materyal icin de en yiiksek AEAA degeri
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etil asetat fraksiyonu ile elde edilmistir. Bunun nedeni bu ekstraktlarin, DPPH radikaliyle hizli
etkilesime giren ve radikal molekiillerinin biiyiik kismini indirgeyen antioksidan bilesenlerini
daha fazla icermesi olabilir (Canadanovic-Brunet et al. 2005). Etil asetat fraksiyonunu
sirastyla, ham ekstrakt ve su fraksiyonu izlemistir. Aragtirmamiz bulgulari, TCY ve YC’1n su
ekstraktlarinin etil asetat fraksiyonlarmin antioksidan aktivitesinin iyi bilinen bir antioksidan
olan askorbik asit ile karsilastirilabilecegini gostermistir. Farkli bitkilerle yapilan ¢esitli
caligmalar (Duan et al.,, 2006; Farhoosh et al. 2007, Anagnostopoulou et al., 2006;
Canadanovic-Brunet et al. 2005) da en fazla aktiviteyi etil asetat fraksiyonunun gdstermesi,

arastirmamiz sonuclarint dogrulamstir.

Kullanilan ekstraksiyon solventi acisindan, 6rnegin, TCY nin etanol ve su ekstraktlarindan
elde edilen etil asetat fraksiyonlarin aktiviteleri arasinda 6énemli bir fark bulunmazken YC
icin 6nemli (p<0.05) bir fark bulunmustur. Literatiirde, farkli bitkiler kullanilarak farkli
ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinin karsilastirilmasina iligkin yeterli ¢alisma bulunurken
caya iligskin ¢alismalar yok denecek kadar azdir. Yu et al. (2005) tarafindan yapilan bir
calismada dogrudan soyulmus yerfistigi kabuklarindan elde edilen metanol ve etanol
ekstraktlarinin TAA degerleri benzer sonug verirken, kavrulmus yerfistigi kabugunun etanol
ekstraktlarinin TAA degeri metanol ekstraktindan fazla bulunmustur. Pinelo et al. (2004a)’1n

calismasinda da benzer sonuglar gozlenmistir.

Ayn1 konsantrasyonda (200 pg/ml) TCY ekstraktlarinin  antioksidan aktivitesi YC
ekstraktlarindan daha yiiksek bulunmustur. Ayni polifenol profiline sahip olmalarina ragmen
(Sekil 2), bu farklilik TCY ekstraktlarinin polifenol konstrasyonunun daha yiiksek olmasindan
kaynaklanabilmektedir. Bu nedenle, TCY’nin daha iyi antioksidan kaynagi oldugu

sOylenebilmektedir.

Ekstraktlarin AAsi ile polifenol icerigi arasinda iyi bir korelasyon (TCY i¢in R?=0.9376, YC
icin R?=0.9783) tespit edilmistir (Sekil 4.2 a ve b). Bu sonuglar daha 6énce yapilan ¢alismalar
(Sun and Ho, 2005; Thaipong et al., 2006; Duan et al., 2006)la uyum saglamistir ve bu durum,
ekstraktlarin AA’si {izerine polifenollerin 6nemli katkisinin oldugunu gostermektedir
(Banerjee et al. 2005; Negi et al. 2005; Leong and Sui, 2002; Miliauskas et al. 2004; Yu et al.
2005). Diger taraftan arastirma bulgularimizdan farkli olarak, Sorbus domestica meyvesiyle
yapilan c¢alismada toplam polifenol icerigi ve DPPH metoduyla 6l¢iilen AA arasinda diisiik
korelasyon (R*=0.2532) bulunmustur (Termentzi et al. 2005). Bu farkliliga, s6z konusu
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meyvelerde polifenollerin disinda bulunan askorbik asit, karotenoid ve tokoferol gibi
antioksidan bilesiklerin AA’ye katkida bulunmasi ve bunlar arasindaki etkilesimin neden

oldugu diistiniilebilmektedir (Sun and Ho, 2005).

5.3.Antibakteriyel Aktivite

Arastirmada kontrol olarak kullanilan solventin incelenen alt1 bakteri lizerinde inhibe edici
etkisi olmamistir. Incelenen 6rnege bagli olmaksizin, ham ekstraktlarin su fraksiyonlar1 da
incelenen bakteri 6rneklerinde herhangi bir antibakteriyal etki gostermemistir. Ancak, TCY
ve YC ekstraktlarinin her ikisinin de etil asetat fraksiyonlar1 ve ham ekstraktlar1 incelenen
bakterilerin yalnizca iki tanesinde, yani S. aureus ve B. cereus lizerinde ekstrakt tipine bagl
olarak antibakteriyal aktivite gostermistir. TCY da S. aureus etil asetat fraksiyonu ve ham
ekstraktla inhibe edilebilirken, B. cereus yalnizca etil asetat fraksiyonu ile inhibe
edilebilmistir. YC 6rneginde ise yalnizca etil asetat fraksiyonu bu iki bakteriye kars1 etkili
olmus, ancak ham ekstraktlar yalnizca S. aureus lizerinde etkili olmustur.Goriilecegi lizere,
TCY ve YC orneklerinin etil asetat fraksiyonlar1 genellikle ham ekstrakta gére daha fazla
antibakteriyal etkiye sahiptir. Bu olgu, antioksidatif aktivite konusunda ulasilan bulgularla da
uyumlu olup bu durum ekstraklarin i¢erdigi polifenol miktarinin yiiksekligi ile baglantilidir.
TCY da kullanilan ekstraktlar g6z oniine alindiginda etanol, metanol ve su benzer etkilere

sahip olmustur. YC orneklerinde ise su, diger iki solvente gore daha etkilidir.

Incelenen gram-pozitif bakterilerden S. aureus’un B. cereus ‘a gdre daha duyarli oldugu
gorilmiistlir. Bu patojen, bitki ekstraktlarinin ve diger maddelerin antimikrobiyal testlerinde
genis 6l¢ekte kullanilmaktadir (Dupont et al., 2006). Ancak, incelenen cay ekstraktlarinin
incelenen konsantrasyonlarinda gram-negatif bakterilere karsi etkisi goériilmemistir. Wu et al.
(2007) yesil cay da dahil olmak {izere inceledikleri ¢ay ekstraktlarinda 2 mg/mL’lik

konsantrasyonlarda S. aureus ve B. subtilis’e kars1 antimikrobiyel aktivite goriildiigiinii,
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ancak gram-negatif E. coli’ye kars1 goriilmedigini bildirmistir ki bu bulgu, bizim
sonuglarimizla uyum igerisindedir. Gram-negatif bakterilerini daha yiiksek direng
gostermesinin nedeninin dis membranlarinda lipopolisakkarit icermelerinden kaynaklandig:
diistiniilmektedir (Alzoreky and Nakahara, 2003; Negi et al., 2005). Diger taraftan,
antimikrobiyal aktivite kullanilan ekstraktlarin konsantrasyonu ile de iliskilidir. Ornegin An et
al. (2004), %60°1ik asetonla ekstrakte edilen ekstraktlarin 250 pg/disk diizeyinde kullanimi
durumunda E. coli’de inhibisyon goriilmezken, her bir diske yiiklenen ekstrakt miktar1 500 ve
1000 pg/disk diizeyine ¢iktiginda inhibisyonun oldugunu gormiislerdir, ki bu diizeyler
tarafimizdan kullanilan 400 pg/disk’e gore oldukea yiiksek miktarlardir. Benzer sekilde,
Jayaprakasha et al. (2003) iiziim ¢ekirdegi ekstraktlarindan elde ettikleri ekstraktlarin 850-
1000 ppm’lik konsantrasyonlarinin gram-pozitif bakterileri tamamen inhibe ettigini, buna
karsin gram-negatif bakterilerin ancak 1250-1500 ppm’lik dozlarda inaktive edilebildigini
belirtmislerdir. Ozkan et al. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada da iiziim posasi
ekstraktlarinin % 2.5-20 (1250-10000 pg/disk) diizeyinde kullanildiginda farkli ¢iiriitme
etkeni veya aralarinda patojenlerin de bulundugu gram-negatif bakterilere kars1 antibakteriyal

aktivite gosterdigini ortaya koymusglardir.

Tarafimizdan elde olunan verilere gore, ele alinan bakterilerde, daha yiiksek diizeyde
polifenol igeren TCY ekstraktlari, daha az polifenol iceren YC ekstraktlarina gore daha fazla
antibakteriyal aktivite gdstermistir. Bu durum ekstraktlarin antibakteriyal etkisinin icerdikleri
polifenollerden kaynaklandiginin bir gostergesidir.Benzer sekilde, Chou et al. (1999)
fermente olmamis ¢aylarin antimikrobiyal aktivitesinin daha az katesin iceren fermente
olanlarinkinden daha yiiksek oldugunu gostermislerdir. Ancak bunun tersine, Yildirm et al.
(2003) diisiik diizeyde fenolik madde iceren Polygonum cognatum Meissn’in eter

ekstraktlarinin yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigini, buna karsin daha ytiksek fenolik
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madde igeren su herhangi bir aktivite gostermedigini ortaya koymuslardir. Cay
polifenollerinin antibakteriyel aktivitesinin, bu bilesiklerin bakteri ylizeyindeki proteinlerle
interaksiyona girmesinden veya absorbe edilmesinden kaynaklanmaktadir (Wu et al., 2007).
He et al. (2007) yesil caydan elde olunan ekstraktlarin proteinlerle baglandigini, veya onlari
¢oktiirdiiglinii, ayrica bakterilerin yapisinda bulunan a-amilaz, pepsin, tripsin ve lipaz

enzimlerini inhibe etme kapasitesinde oldugunu ortaya koymustur.

5.4. Cay Ekstraktlarinin Fenolik Madde Dagilimi

TCY ve YC ham ekstraktlarinin fenolik madde bilesiminin, baslica katesin ve flavonol
glikozidlerden meydana geldigi tespit edilmistir (Sekil 4.2). TCY ekstraktlarinda baglica 4
katesin tespit edilmistir ve bunlar i¢cinde birinci sirada EGCG (34.53-86.22 mg/g kuru cay)
yer almistir. Bunu EGC (16.67-34.28 mg/g kuru cay), EC (7.46-16.01 mg/g kuru ¢ay) ve ECG
(6.09-13.85 mg/g kuru cay) izlemistir Cizelge 4.3). Daha 6nce yapilan calismalar da, taze cay
yapraklarinda en fazla bulunan katesinin ya EGC ya da EGCG oldugunu gdstermistir (Obanda
ve Owuor, 1997). Cay yapraginda bu 4 katesinin 6zellikle de EGCG’in fazla miktarda
bulunmasi siyah ¢ay kalitesi i¢cin ¢ok Onemlidir (Caffin et al. 2004). Bunun nedeni bu
katesinlerin, digerlerinden farkli olarak, siyah c¢ayin kalitesinden sorumlu baslica

teaflavinlerin olusumunda rol oynamasidir. (Wright et al. 2000; Owuor et al. 2006).

Wright et al. (2000) tarafindan yapilan bir calismada, 40 farkli Afrika cay klonunda en fazla
bulunan katesinin EGCG oldugu ve bunu EGC’in izledigi saptanmistir. Diger katesinlerin (C,
EC ve ECGQG) ise ¢ok az bulundugu belirtilmistir. Bu sonuglar arastirmamiz sonuglarini
dogrulamistir. Benzer sekilde Avustralya ve Tayvan taze ¢ay yapraklarinda EGCG’1n hakim
oldugu, EGC’in de 2. sirada yer aldig1 tespit edilmistir (Yao et al. 2004; Lin et al.1996). TCY
ekstraktlarinda toplam katesin miktar1 64.74 ile 150.36 mg/g kuru cay arasinda degisim
gostermistir. Katesin miktar1 yaprak cesidi, hasat mevsimi, iklim, isleme yontemi ve analitik
yontem gibi gesitli faktorlerden oldukga fazla etkilenmektedir (Zuo et al. 2002; Gramza and
Korczak 2005; Wheeler and Wheeler, 2004; Shishikura and Khokhar, 2005). Buna ragmen
arastirmamiz sonuglart Obanda ve Owuor (1997)’1n 15 farkhi klona ait taze yaprakta tespit

ettikleri toplam katesin miktarlar1 (128.1-226.0 mg/g kuru madde) ile kismen uyum ig¢indedir.
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Buna ilave olarak, Yang et al. (2007) taze yaprakta agirlik bazinda %10.81 diizeyinde toplam

katesin saptamislardir ve arastirmamiz bulgular1 (% 6.47-15.04) ile uyum saglamistir.

Aragtirmamiz YC ekstraktlarinda da TCY ekstraktlarinda oldugu gibi ayni katesinler ancak
daha diisiik miktarlarda tespit edilmistir. Bunlarin basinda EGCG (3.86-31.4 mg/g kuru cay)
gelirken, bunu sirastyla EGC (3.05-25.94 mg/g kuru cay), EC (0.9-7.53 mg/g kuru cay) ve
ECG (0.68-4.80 mg/g kuru cay ) izlemistir (Tablo 4). Bu siralama, yesil ¢ayda daha 6nce
yapilan caligmalarda da tespit edilmistir (Wang et al. 2000; Chang et al. 2000). Arastirmamiz
yesil cay ekstraktlarinda bulunan toplam katesin miktar1 8.49 ile 69.62 mg/g kuru gay
arasinda degisim gostermistir. Bu sonuclar, Shishikura ve Khokhar (2005) ile Khokhar ve
Magnusdottir (2002)’1n ¢esitli yesil ¢aylarda tespit ettikleri toplam katesin miktarlar1 (43-117
mg/g kuru madde; 51.5-84.3 mg/g kuru madde) ile kismen uyum i¢indedir.

TCY ve YC ekstraktlarinda flavonol glikozid olarak en fazla Q3RG (sirasiyla, 0.66-1.99 mg/
g kuru cay ve 0.07-0.95 mg/g kuru cay) tespit edilmistir (Cizelge 4.4). Bunu TCY
ekstraktlarinda Q3G (0.43-1.02 mg/g kuru ¢ay), YC ekstraktlarinda ise K3RG (0.09-0.52 mg/
g kuru cay) izlemistir. Her 2 cay o6rneginde de Q3RG miktari, K3RG miktarindan fazla
bulunmustur. Benzer sonuglar, Price et al. (1998)’1n siyah ¢ayda ve Stewart et al. (2005)’1n
yesil ve siyah cayda yaptiklar ¢alismalarda da elde edilmistir. Luximon-Ramma et al. (2005)
ise taze yaprak ekstraktinda 1.50 mg/g kuru agirlik kuersetin, 0.57 mg/g kuru agirlik kamferol
tespit etmislerdir. S6z konusu flavonollarin glikozid formunda degil de aglukon formunda

olmalar1 nedeniyle tam bir karsilagtirma yapilamamaktadir.

Cizelge 4.3 ve 4.4’te goriildigii gibi TCY ham ekstraktlarinin YC ekstraktlarindan daha fazla
katesin ve flavonol glikozid igerdigi tespit edilmistir. Bu sonug, toplam polifenol ve
antioksidan aktivite i¢in alinan sonuglarla benzerlik gostermistir. Daha 6nce belirtildigi gibi
cay polifenollerini etkileyen bircok faktér olmasina ragmen, YC’in fenolik madde
miktarindaki diisiikliik polifenol oksidaz enzimini inaktif hale getirmek icin uygulanan 1s1l
islem sirasinda fenolik maddelerin protein ve karbonhidratlar ile ¢6ziinmez kompleks

olusturmasindan kaynaklanabilmektedir.

Gerek TCY gerekse YC ekstraktlarinda solvent ¢esidi katesin ve flavonol glikozid miktarini
onemli Ol¢lide etkilemistir (Cizelge 4.3 ve 4.4). Bu calismada, TCY ve YC’dan katesin

ekstraksiyonu i¢in en etkili solventin sirasiyla metanol ve su oldugu, her ikisi i¢in de en az
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etkili solventin ise etanol oldugu tespit edilmistir. Solventler arasindaki bu siralama, TCY ve
YC’dan elde edilen ham ekstraktlarin toplam polifenol verimi sonuglari ile benzerlik
gostermistir (Cizelge 4.1). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, kullanilan ekstraksiyon solventine
gore yesil caydan elde edilen katesin miktarlarinin farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Perva-
Uzunalic et al. 2006;Yao et al. 2004; Khokhar ve Magnusdottir, 2002). Ustelik, Shishikura ve
Khokhar (2005)’e gore, etkinlik derecesi agisindan solventler arasindaki siralama katesin
cinsine gore degismektedir. Arastirmamiz bulgularina gore, katesin igerigi agisindan etanoliin
en az etkili solvent olmasina ragmen antioksidan aktivite a¢isindan TCY ham ekstraktlarinda
metanole, YC ekstraktlarinda ise suya esdeger aktivite gdstermistir (Cizelge 4.2). Bu durum,
etanol ekstraktlarinda polifenollerin disinda antioksidan aktiviteye sahip ancak bu arastirma

kapsaminda olmayan bilesiklerin bulunmasindan kaynaklanabilmektedir.
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6. EKLER

b)

d)

Projede yalnizca 1 adet HPLC (yiiksek basingli sivi kromatografisi) pompasi satin

alinmistir. Bu aygit i¢in 4.720 YTL 6denmistir. Demirbas no heniiz belli degildir

(miikerrer).

Yukarida belirtilen bu aygit elde mevcut bulunan bir sistemin igerisindeki parcalardan

biri olup, yalniz basina kullanilabilirligi yoktur. Halen sisteme takili olarak

kullanilmaktadir.

Y oktur.

Y oktur.

Bir makale yazim agamasindadir.
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