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1. PROJENIN TURKCE VE INGILIiZCE ADI ve OZETLERI



Ekstraksiyon Kosullarinin Siyah Cayda ve Mate Cayinda Polifenol, Antioksidan ve
Antimikrobiyal Aktivite Uzerine Etkileri

The effect of extraction conditions on total polyphenol, antioxidant and antimicrobial

activities of black and mate tea

OZET

Siyah ¢ay ve mate cay1 saf aseton, DMF, etanol, metanol ve bunlarin %50’lik ¢6zeltileri ile 2,
8 ve 18 saat siire ile ekstrakte edilmistir. Elde edilen ham ekstraktlar polifenol icerigi,
antioksidan ve antibakteriyel aktivite agisindan incelenmistir. Cay ¢esidi ayrimi olmaksizin,
biitiin ekstraktlar i¢cinde %50 sulu solvent ekstraktlar1 daha fazla polifenol igermistir ve daha
fazla antioksidan aktivite gostermistir. Her iki caydan elde edilen sulu aseton ve DMF
ekstraktlarinin polifenol igerigi bu amacla halen en yaygin sekilde kullanilan etanol ve
metanol solventlerinden daha fazla bulunmustur. Sulu solvent ekstraktlarinin antioksidan
aktiviteleri birbirine yakin diizeyde olup, ekstraktlarin polifenol konsantrasyonu ile yiiksek
korelasyon gdostermislerdir. Caylarin sulu solvent ekstraktlari, kullanilan solvente ve test
edilen bakteriye bagl olarak antibakteriyel aktivite gostermistir. Test bakterilerine kars1 Mate
ekstraktlar1 siyah cay ekstraktlarindan daha kuvvetli antibakteriyel aktivite gostermistir. Her

iki caydan elde edilen ekstraktlara kars1 en hassas bakterinin S. aureus oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Siyah ¢ay, mate, ekstraksiyon, solvent, antioksidan, polifenol,
antibacteriyal

ABSTRACT

Black and mate tea were extracted with 8 different solvents of different polarities at 2, 8 and
18h. The crude extracts were screened for polyphenol content, antibacterial and antioxidant
activity. In all extracts, regardless of tea type, 50% aqueous solvent extracts had markedly
higher polyphenol content and antioxidant activity determined by DPPH radical and reducing
power compared to absolute ones. For both black and mate tea, aqueous acetone extracts at 2

h of extraction gave the highest amount of polyphenol, while at 8 h and 18 h aqueous DMF



was found to be the most efficient solvent. Among absolute solvent extracts the order of
polyphenol content at all times was DMF>methanol>acetone=ethanol for both teas. At 2, 8
and 18 h of extraction antioxidant activities of aqueous solvent extracts of teas were found to
be close to each other. But with respect to absolute solvent extracts, the highest and the least
activities were obtained with DMF and acetone, respectively. With both two antioxidant
assays, antioxidant activities of teas were correlated with their polyphenol concentration at all
3 different extraction times. Aqueous solvent extracts of teas were also found to possess
antibacterial activity depending on the solvent used and bacterium tested. Mate tea extracts
exhibited stronger activity against test bacteria than those of black tea. S. aureus was found to

be the most sensitive to all extracts from both teas.

Key words: Black tea, mate, extraction, solvent, antioxidant, polyphenol, antibacterial

2. AMAC ve KAPSAM

Saglik etkileri agisindan beslenmede 6nemli bir yer tutan ¢ayin en 6nemli bilesenlerinden olan
polifenollerin ekstraksiyonunda hangi ekstraksiyon kosullarinin (solvent tipi, siire gibi) daha
etkili oldugu konusunda bir belirsizlik s6z konusudur. Siyah ve mate cayinin az bilinen
antioksidan ve antibakteriyel aktivitesini daha dogru olarak belirleyebilmek i¢in oncelikle
uygun bir ekstraksiyon gerekmektedir. Bu arastirma ile ektraksiyon kosullarinin toplam
polifenol igerigi, antioksidan ve antibakteriyel aktivite {izerine etkisi saptanacagindan mevcut

belirsizlik incelenen parametreler dlgiisiinde biraz daha giderilmis olacaktir.

Polifenollerin antioksidan aktivitesi serbest radikalleri baglama kapasitesi veya demiri
indirgeme giicline dayanmaktadir (Yoshino ve Murakami, 1998; Pulido et al., 2000).
Polifenollerin antioksidan aktivitesini belirlemek amaciyla polifenollerin serbest radikal tutma
Ozelligine dayanan “DPPH yontemi” ¢ay dahil bir¢ok bitki i¢in yaygin olarak kullanilirken,
cay polifenollerinin demiri indirgeme giicline dayanan “indirgeme giicii” yOnteminin
kullanildig1  ¢alismalar ¢ok siirhdir. Diger taraftan bu 6zelligin  polifenollerin
mikroorganizma gelisimini engelleme yollarindan biri oldugu diisiiniilmektedir (Mila et al.
1996; Chung et al. 1998). Bu arastirmada her iki yontem birlikte kullanilmis ve boylece hem

yontemler arasindaki, hem de her bir yontem ile polifenoller arasindaki iliskinin belirlenmesi



amaglanmistir. Mevcut kosullarda antioksidan ile antibakteriyel aktivite arasinda bir iligki

olup olmadig1 da bu arastirma ile saptanmis olacaktir.

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Proje materyali olarak Ankara’daki bir marketten temin edilen siyah cay (Camellia sinensis
L.) ile Sidney-Avustralya’dan temin edilen siyah mate ¢ay1 (llex paraguarensis) ornekleri

kullanilmastir.

Polifenol ekstraksiyonu i¢in kullanilan metanol, etanol ve N,N-dimetilformamid (DMF)
analitik ya da HPLC saflikta olup Fluka (BioChemica-Fluka Cheme GmbH Buchs-
Switzerland)’dan, aseton (analitik saflikta) Aldrich (St. Louis, MO, USA)’den satin alinmstir.
Toplam polifenol analizinde kullanilan Folin-Ciocalteu’s reagent Merck (Darmstadt-
Germany)’den, antioksidan analizlerinden kullanilan 2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH)
ve triklorasetik asit (TCA) Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA)’den satin
alimmistir. Kullanilan diger kimyasallar analitik saflikta olup Merck (Germany) satin

alinmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ornek hazirlama ve polifenol ekstraksiyonu

Cay oOrnekleri, laboratuvar tipi diskli degirmende o&giitiildiikten sonra gozenek aralig
0.710 mm olan elekten gecirilmis ve analizlerde kullanilincaya kadar + 4 °C’de muhafaza

edilmistir.

Polifenol ekstraksiyonu icin, 0.2 g 6giitiilmiis ¢ay 6rnegi 10 ml ekstraksiyon solventi (aseton,
etanol, metanol, DMF ve bunlarin %50’lik ¢ozeltileri) ile mekanik calkalayicida 2, 8 ve 18
saat sliresince oda sicakliginda ekstrakte edilmistir. Siirenin bitiminde Ornekler kati
partikiilleri uzaklastirmak icin Whatman No:1 filtre kagidindan filtre edilmis ve filtrat 10.000
g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen berrak ekstraktlar —18 °C’de analiz edilinceye

kadar muhafaza edilmistir. Her bir solvent ekstraksiyonu 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.



3.2.2. Toplam Polifenol Tayini

Toplam polifenol miktar1 tayini spektrofotometrik Folin-Ciocalteu yontemine gore (Obanda
ve Owuor, 1997) yapilmistir. Bu analiz i¢in standart gallik asit ¢ozeltisinin 0.005-0.05 mg/ml
araligidaki 9 farkli konsantrasyonu ile bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir (R*=0.99). Elde
edilen egrinin regresyon esitliginden yararlanilarak, ekstraktlarin fenolik madde miktar

hesaplanmis ve sonuclar mg gallik asit esdegeri (GAE)/g olarak verilmistir.

Bu yontemde 10-75 kez seyreltilmis 1 ml cay ekstrakti 1 ml (3 kez su ile seyreltilmis) Folin-
Ciocalteu reagent ile karistirilmistir. 5 dakika sonra bu karistma 2 ml (% 35°lik) 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 okunmustur.
3.2.3. DPPH radikal assay yontemiyle antioksidan aktivite tayini

Cay orneklerinin antioksidan aktivitesi, DPPH assay (Katalini¢ et. al., 2004; Atoui, 2005)
kullanilarak belirlenmistir. Bu amagla 15 kez saf su ile seyreltilmis cay ekstraktindan
otomatik pipet yardimiyla 80 pl alinarak 1185 ul 6x10° molar DPPH radikali (metanolde
hazirlanmig) ile karistirilmistir. Kontrol olarak saf su kullanilmistir. Reaksiyon karigimi
vorteks karigtiricida karistirillip oda sicakliginda 60 dakika siireyle karanlikta bekletilmistir.
Stirenin bitiminde karisimin absorbansi spektrofotometrede 517 nm’de kor olarak metanole
kars1 absorbans1 okunmustur. Antioksidan aktivite DPPH radikalinin % engellenmesi (% 1)

olarak, asagidaki esitlikten (Yen ve Duh, 1994) yararlanilarak hesaplanmstir.

AbS control
% Engelleme (1) = b
S

Abs
sample x1 OO

control

3.2.4. Indirgeme giicii (Rp) yontemiyle antioksidan aktivite tayini

Cay ekstraktlarinin indirgeme giicii Yuan et. al., (2005) tarafindan Onerilen yoOntemle

belirlenmistir. Buna gore 0.5 ml ¢ay ekstrakti1 1.25 ml fosfat buffer (0.2 M, pH 6.6) ve 1.25



potasyum ferrisiyaniir (% 1) ile karigtirllmistir. Karigim 50 °C’de su banyosunda 20 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra drnekler sogutulmus ve 1.25 ml triklorasetikasit (TCA,
% 10) ile karistirllmistir. Karisimdan 1.25 ml alinarak, 1.25 ml saf su ve 0.25 ml demirkloriir
(% 0.1) ile kanstirilmistir. Daha sonra, reaksiyonun tamamlanmasi i¢in oda sicakliginda 10
dakika bekletilmistir. Siirenin bitiminde spektrofotometrede 700 nm’de absorbansi (A)

okunmustur. Absorbanstaki artis indirgeme giiciindeki artig1 gostermistir.

3.2.5. Antibakteriyel aktivite tayini

Cay ekstraktinin antibakteriyel aktivitesini belirlemek amaciyla test bakterileri olarak
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes (ATCC 7644, Oxoid, UK), E. coli O157:H7,
Hafnia alvei, Yersinia enterocolitica 0:3 ve Bacillus cereus kullanilmistir. Y. enterocolitica
Tyriptic Soy Broth (Merck, Germany) ortaminda 30 °C’de 18-24 saat gelistirilmistir. Diger
bakteriler ise ayni ortamda 37 °C’de 18-24 saat siire ile gelistirilmistir. Test organizmalari

Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii'ndeki kiiltiir koleksiyonundan almmistr.

Antibakteriyel aktivite, disk diflizyon yontemi (Bauer, et. al., 1966) ile belirlenmistir. Bu
yonteme gore 6 mm ¢apinda sterilize bir disk (Oxoid, Basinstoke, UK) 200 pl ¢ay ekstrakt1 ile
yiiklenmis ve steril laminar hava akimli kabin (Forma Scientific) i¢inde steril petri kutusunda
kurumaya birakilmistir. Test bakterisi Nutrient Agar (Merck, Germany) igeren 9 cm ¢apindaki
bir petri kutusuna steril bir pamuk swab yardimiyla aktarilmistir ve ince bir film halinde tiim
besiyeri ylizeyine yayilmistir. Bakteriyel gelismenin inhibisyonu (engellenmesi) her bir disk
cevresinde olusan seffaf inhibisyon, zonun ¢apinin dlgiilmesiyle degerlendirilmistir. Kontrol
disk olarak sadece ekstraksiyon solventi ile yukarida agiklandigi gibi muamele edilmis disk

kullanilmustir.

3.2.6. Istatistik Analiz

[statistik analizler SPSS programi (10.1 versiyonu) ile gerceklestirilmistir. Sonuglar 3 tekrarl
Ol¢timlerin ortalamas1 + standart sapma olarak gosterilmigstir. Tek yonlii ve iki yonlii olarak
varyans analizleri yapilmistir. Ortalamalar arasindaki 6nemli farkliliklar Duncan ¢oklu

karsilagtirmali testi ile belirlenmistir. Degiskenler arasinda (6rnegin siyah c¢ayin toplam



polifenol ile mate ¢aymin toplam polifenol, siyah ¢ayin indirgeme giicii ile mate ¢ayinin
indirgeme giicli) istatistiki karsilastirmalar Student’s t-testi ile gergeklestirilmistir.
Farkliliklarin  p<0.05 seviyesinde Onemli oldugu diisiinlilmiistiir. Degiskenler arasinda

korelasyonlar regresyon analizi (Sokal ve Rohlf, 1995) ile ger¢eklestirilmistir.

4. ANALIiZ ve BULGULAR

Arastirma kapsaminda siyah ¢ayda ve mate ¢ayinda farkli solventlerle farkli siirelerde yapilan
ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstraktlarda gergeklestirilen toplam polifenol ve
antioksidan aktivite analizlerinin sonucu Tablo 1 ve Tablo 2’de gosterilmistir. Siyah ve mate
cay1 ekstraktinin polifenol igerigi ve antioksidan aktivite acisindan karsilagtirilmasi: amaciyla
yapilan Student’s t-testi sonucu Tablo 3’de verilmistir. Siyah ve mate ¢ayindan polifenollerin
ekstraksiyonu i¢in kullanilan solventin ¢esidi, uygulanan ekstraksiyon siiresinin ve bunlarin
birlikte etkilesiminin ekstraktlarin polifenol miktarina ve antioksidan aktivitelerine etkisini
belirlemek amaciyla iki yonlii varyans analizi yapilmis ve bunun sonucu Tablo 4’de
gosterilmistir. Siyah ve mate ¢ayinin sulu solvent ekstraktlarinin antibakteriyel aktiviteleri

belirlenmis ve buna iligskin sonuglar Tablo 5’te verilmistir.
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Tablo 1. Farkli solvent ve ekstraksiyon siirelerinin siyah ¢aym toplam polifenol ve antioksidan aktivitesi {izerine etkisi®

Ekstraksiyon solventi

Parametre 50% 50% 50% 50%
Aseton DMF Etanol Metanol

aseton DMF etanol metanol
Toplam 114.01£1.13°C  0.44+0.04*" 95.60£0.42°7  18.57+0.08°C 74.35£0.16°" 0.48+0.06°" 58.38+1.42°" 8.58+0.62°"
polifenol 92.76£0.97°F  1.43£0.04°" 104.96£1.43°C 44.14£0.93°C 85.37+0.64°" 1.87+0.15°" 62.87+1.87*" 22.82+1.10°"
(mg GAE/ g) 98.19+1.10°F  1.62+0.04°* 109.36+0.71°9 49.10£1.97°¢ 86.31+3.50°" 2.13+0.13°* 68.69+1.34"> 23.14+0.70"®
Antioksidan
aktivite

1.16+0.06*F 0.09+0.00°* 1.11£0.01°F  0.34+0.00°C  0.87+0.00*%  0.10£000*" 0.67+0.01*>  0.22+0.00*"®
Indirgeme giicii (A) 8 1.08+0.01°%  0.1120.00°* 1.16£0.01°"  0.59+0.00°°  0.94+0.00°"  0.13+0.00°% 0.76+0.00°%  0.39+0.01°€

1.0440.02°F 0.11+0.00°"  1.18+0.00°°  0.62+0.00°C  0.89+0.00°%  0.12+0.00°* 0.74+0.00°°  0.38+0.00®

95.4240.33°C  2.60+£0.18°" 93.73£0.46°"  46.72+0.63*" 94.36+0.22°F¢ 4.99+0.13*® 85.81+0.63*F 25.04+0.75*
Radikal tutma

93.75+0.06°C  3.05+0.20°* 92.06+0.16°F  78.30+0.25°° 93.24+0.11°C 5.86+0.07°% 90.99+0.68°% 52.28+0.51°€
kapasitesi (% I)

94.67+0.13°%  2.65+0.15** 94.60+0.24°%  83.20+1.76°° 94.87+0.13°%  6.31+0.12°% 92.85+0.07°F 54.20+0.30°€

* Aym siitundaki farkli harfler (a, b, c...) ve ayni satirdaki farkl harfler (A, B, C...) istatistiksel olarak farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
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Tablo 2. Farkli solvent ve ekstraksiyon siirelerinin mate ¢aymin toplam polifenol ve antioksidan aktivitesi tizerine etkisi®

Ekst. Ekstraksiyon solventi

Parametre stiresi 50% 50% 50% 50%
Aseton DMF Etanol Metanol

(h) aseton DMF etanol metanol
Toplam 2 117.62+2.25°7 0.55£0.04°%  101.10£0.71°"  42.10+0.9°C  98.58£1.72°™"  2.06+0.01**  97.01£0.77°" 36.08+0.39*"
polifenol 8 111.6442.44°% 1.76£0.13°"  119.28+4.14°7  62.42+0.79° 111.17£1.76°%  3.6420.24"*  97.09+147°" 43.69+0.59""
(mg GAE/g) 18 115.03£5.06°F 2.7240.04°*  119.28+2.06°%  71.13+£3.07°¢ 112.27+0.91°F  4.78+0.13°*  99.76+0.34*" 48.70+1.42°8
Antioksidan
aktivite

2 1.31+£0.04°E  0.10£0.00**  1.26+0.01%F 0.56£0.00*%  1.15+0.01*P 0.11£0.00**  1.06£0.02*°¢  0.53+0.01°B
indirgeme giicii (A) 8 1.26£0.00*°"  0.1320.00°*  1.27+0.01°F 0.76+0.00°¢  1.17+0.01°F 0.15+£0.00°*  1.0840.01*°°  0.62+0.01"®

18 1.2140.07°E  0.12+0.00°*  1.28+0.01°F 0.80+0.01°¢  1.15+0.00*F 0.1440.00°*  1.07+0.00*"  0.61+0.00°5

2 93.00+0.49*F  3.12+0.07**  92.39+0.32°F  64.09+0.42*°" 92.69+0.12°F  5.68+0.23*®  92.39+0.44°F 60.71+1.68*¢
Radikal tutma

8 92.37+0.19*°F  4.04+0.05°* 92.26+0.22°F  85.75+0.06°° 92.10+0.34°F  6.19+0.13*®  92.00+0.17°F 68.86+1.53°€
kapasitesi (% I)

18 93.06£0.26°F  3.08+0.16*"*  92.19+0.37°F  89.02+0.31°° 92.93+0.23*%  9.63+0.60°%  92.54+0.31°F 76.56+0.24°€

% Aym siitundaki farkli harfler (a, b, c...) ve ayni satirdaki farkl harfler (A, B, C...) istatistiksel olarak farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
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Tablo 3. Siyah ve mate ¢ayimnin polifenol icerik antioksidan aktivite agisindan Student’s t-testi

kullanilarak karsilastirilmasi.

Parametre t-degeri® Onem derecesi
Polifenol icerigi 2.286
Antioksidan aktivite

Indirgeme giicii 2.407

Radikal tutma 0.705

kapasitesi

* Hesaplanan t-degeri teq;. (p<0.05)=1.979 degeri ile karsilagtirilmusgtir.

b p<0.05

Tablo 4. Caylarin toplam polifenol ve antioksidan aktiviteleri {izerine solvent c¢esidi,

ekstraksiyon siiresi ve bunlarin etkilesiminin etkisine iligkin varyans analizi

sonuclari
Varyasyon kaynaklari
Parametre Cay
Solvent Siire Solvent x siire
Siyah  3927.44%* 109.55% 44.63%*
Toplam polifenol
Mate 2002.94* 59.79%* 10.08*
Radikal Siyah 18770.82* 791.15% 273.55%
tutma
Antioksidan Mate 14987.60* 219.58* 89.80*
kapasitesi
aktivite
Indirgeme  Siyah 2973.97* 77.58%* 23.20%*
giicii Mate 2168.72%* 16.19* 8.09*

*: 6nem derecesi; p<0.05
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Table 5. Mate ve siyah caya ait farkli ekstraktlarin disk difiizyon yontemi ile belirlenen antibakteriyel aktivite sonuglari™

Mate cay1 Siyah cay
Ekstr. Mate ekstraksiyon solventinin ¢ap1 (mm) Siyah cay ekstraksiyon solventinin ¢ap1 (mm)
?ﬁ;em Aseton DMF Etanol Metanol  Aseton DMF Etanol Metanol
2 20.00+0.29%¢ 19.67+0.33"8 18.67+0.17*  19.00+0.00**  12.00+0.00 13.00+0.00* 8.00+0.00"
C B

S. aureus
8 22.67+0.33°>  20.00+0.00%¢ 18.00+0.00™*  19.17+0.17°® 13.00+0.00® 14.00£0.00°¢  8.67+0.17°*
18 24.83+0.17°°  21.00£0.00°C  18.33+0.33**  19.50+0.29°8 13.00+0.00® 14.33+0.33°C  9.00+0.00°*
2 é6.67ﬁ:0.33a" - 16.00£0.00°  12.83£0.17**  8.00+0.00° - -

H. alvei 8 16.17+0.17°® - 1633£033®  12.50+£029"  8.17+0.17° - -
18 17.00+0.00° - 17.00+0.00° 13.00+0.00" 9.00+0.00° - -
2 9.00+£0.00**®  8.67+0.33** 9.67+0.33%¢ 10.00+0.00¢ - -

Y. enterocolitica 8 11.67+0.17°®  11.67+£0.33°®  12.00+£0.00°®  10.50£0.29** - -
18 12.00+0.00° 12.00+0.00° 13.00+0.00° 12.00+0.00° - -

L monocviosenes 2 15.00+0.00¢ 15.00+0.00¢ 13.33+0.33"8 11.33+0.17*4 - -

' yiog 8 16.00+0.00° 16.000.00¢ 15.00£0.00®  13.67+0.33" - ;

18 16.00+0.00 16.00+0.00 15.00+0.00° 14.00+0.00° - -
2 9.00+0.00 8.00-£0.00 7.00+0.00 8.00£0.00 8.00£0.00¢ 7.00+0.00* 7.67+£0.17%8

B. cereus 8 10.00+0.00 8.00+0.00 8.00+0.00 9.00+0.00 11.00+0.00 8.00+0.00" 8.00+0.00"
18 9.00+0.00 8.00£0.00 8.00-£0.00 7.00+0.00 12.00+0.00° 8.33+0.33% 8.00+0.00*
2 - - - - - - -

E. coli 8 - - - - - - -
18 - - - - - - -

% Aym siitundaki farkli harfler (a, b, c...) ve ayni satirdaki farkl harfler (A, B, C...) istatistiksel olarak farklilig1 gostermektedir (p<0.05).

-: inhibisyon zonu belirlenemedi.
t : inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
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5. SONUC ve ONERILER

5.1. Cay orneklerinin toplam polifenol miktari

Tablo 1 ve Tablo 2’de goriildiigii gibi caylarin polifenol miktari; ¢ay ¢esidi, kullanilan solvent
ve ekstraksiyon siiresine bagli olarak genis bir aralikta seyretmistir. Siyah cayda 0.4-114 mg
GAE/g, mate cayinda ise 0.5-119.3 mg GAE/g diizeyinde toplam polifenol tespit edilmistir.
Toplam polifenol miktart agisindan, iki ¢ay arasinda goriilen fark 6dnemli bulunmustur (Tablo
3). Incelenen tiim ekstraksiyon siirelerinde, belirlenen polifenol miktart % 50’lik solvent

ekstraktlarinda, saf solvent ekstraktlarindakine goére daha yiiksek bulunmustur.

Hem siyah, hem de mate cay1 i¢in 2 saatlik siire sonunda ekstraktlarda belirlenen polifenol

miktar1 agisindan solventler arasinda bir siralama yapildiginda siralamanin;

% 50 aseton>% 50 DMF>% 50 etanol>% 50 metanol>DMF>metanol>% 50etanol=etanol

seklinde oldugu goriilmiistiir. Siyah ¢ay i¢in 8 ve 18 saatlik slire sonunda da benzer egilim
gozlenmistir. Ancak farkl olarak ilk sirada % 50 DMF, ikinci sirada ise % 50’lik aseton
ekstraktlar1 yer almistir. Diger taraftan 8§ ve 18 saatlik siire sonunda mate c¢ay1
ekstraktlarindaki siralamanin siyah ¢aya gore farkli, ancak birbirine benzer oldugu tespit

edilmistir.

Her iki cay i¢in, toplam polifenol igerigi kullanilan solvent ve ekstraksiyon siiresine gore
onemli 6l¢iide farklilik gostermistir (Tablo 4). Benzer sonuglar daha 6nce badem kavuzlari
(Pinelo et. al., 2004) ve fabrika atiklar1 (Lapornik et.al., 2005) ile yapilan ¢alismalarda da
belirtilmistir.

Bu arastirmanin sonucuna gore, ekstraktlarin polifenol icerigi kullanilan solventin polaritesine
bagli olarak biiyiik farkliliklar gostermistir ve sulu solventler saf olanlara gore polifenol
ekstraksiyon i¢in ¢ok daha etkili bulunmustur. Bu durumda her iki c¢ayda bulunan

polifenollerin polaritesinin oldukga yiiksek oldugu sdylenebilmektedir.

Bu arastirma bulgular1 ile uyumlu olarak, Wang et. al., (2004) baz1 bitkilerden fenolik

bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in % 15-96 arasindaki etanol konsantrasyonunu denemisler ve en
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yiiksek verimi %30-60 arasindaki etanol konsantrasyonu ile elde etmislerdir. Benzer sekilde
Chavan et. al. (2001) farkl tipte bezelyelerden elde ettikleri sulu aseton ekstraktlarinda saf

aseton ekstraksiyonuna gore daha fazla polifenol tespit etmislerdir.

Siyah cayda, ekstraksiyon siiresinin 2 saatten 8 saate ¢ikmasi polifenol igerigini %50 aseton
ekstraksiyonu hari¢ 6nemli (p<0.05) 6l¢iide artirmistir. Siirenin 8 saatten 18 saate ¢ikmasi
durumunda ise polifenol icerigi daha az artis gostermistir. Bu artis sadece % 50 aseton,

aseton, % 50 DMF, DMF ve % 50 metanol ekstraktlarinda 6nemli (p<0.05) bulunmustur.

Mate ¢ay1 i¢in, ekstraksiyon siiresinin 2 saatten 8 saate ¢ikmasi durumunda % 50 aseton ve %
50 metanol ekstraktlar1 hari¢ diger ekstraktlarin polifenol igerigi énemli Glgiide artirmistir.
Stire 8 saatten 18 saate ¢iktiginda ise sadece saf solvent ekstraksiyonun polifenol igerigi
artmistir (p<<0.05). Buna gore ekstraksiyon siiresindeki artisa bagli olarak ekstraktin polifenol
miktar1 solvent ve ¢ay cesidine bagli olarak degismistir. Farkli meyvelerden polifenollerin
ekstrakte edilmesinde iiziime ait metanol ve etanol ekstraksiyonunun polifenol igerigi
ekstraksiyon siiresinin artmasiyla artis gosterirken diger meyve ekstraktlarda farkli egilim

gbzlenmistir (Lapornik et. al., 2005).

5.2. Cay orneklerinin antioksidan aktivitesi

5.2.1. indirgeme giicii

Tablo 1 ve Tablo 2’de goriildiigii gibi siyah ve mate ¢ay ekstraktinin indirgeme giicii sirasiyla
0.1-0.2 ve 0.1-1.3 arasinda degismistir. % 50’lik solvent ekstraktlarinin aktivitesi saf
olanlardan daha yiiksek bulunmustur. Cay ayrimi olmaksizin 2 saatlik ekstraksiyon sonunda
ekstraktlarin indirgeme giicii, yiiksek olandan diisiik olana dogru, asagidaki gibi siralanmistir:
% 50 aseton>% 50 DMF>% 50 etanol>% 50 metanol>DMF>metanol>etanol=aseton

Diger taraftan, 8 ve 18 saatlik ekstraksiyon siiresi sonunda da benzer siralama gozlenmistir.

Farkl1 olarak % 50’lik DMF ¢ozeltisi 1. sirada yer alirken, 2. sirada % 50°lik aseton ¢ozeltisi

yer almistir.
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Bu sonuglara gore, cay ayrimi olmaksizin polar solventler, her durumda indirgeme giicii daha
yiiksek olan polar polifenolleri ekstrakte etmistir. Benzer sekilde ¢ay polifenollerinin demir
baglama yeteneginin molekiil yapilarina bagli oldugu yapilardaki —OH grubu gibi baz1 6nemli
fonksiyonel gruplarin Fe-baglama etkinligini artirdig1 belirtilmistir (Khochar ve Apenten,
2003).

Ekstraksiyon siliresinin 2 saatten 18 saate uzamasi, kullanilan solvent ve materyale bagh
olarak ekstraktlarin indirgeme giiclinde farklilia yol a¢mustir (Tablo 1). Siyah cay
ekstraktinin indirgeme giicli siirenin 2 saatten 8 saate artmasiyla onemli (p<0.05) artis
gostermistir (% 50 aseton harig). Ancak siirenin daha fazla uzamasi sadece % 50 DMF, DMF

ve % 50 etanol ekstraktinda dnemli bir artisa (p<<0.05) neden olmustur.

Mate caymda ise ekstraksiyon siiresinin 2 saatten 8 saate uzamasiyla saf solvent
ekstraktlarinin indirgeme giicii énemli artis (p<0.05) gostermis, sulu ekstraktlarinki ise
degismemistir (Tablo 2). Siirenin daha fazla uzamasi ekstraktin indirgeme giiclinii

etkilememistir.

Tablo 3’te goriildiigi gibi mate ekstraktinin indirgeme giicii her durumda siyah ¢aya gore
daha yiiksek bulunmustur. Bu durum mate ¢ay1 ekstraktinin polifenol iceriklerinin yiiksekligi
ile paralellik gostermistir. Siyah ¢aydan farkliligin bilesimindeki farkliliktan kaynaklandigi
sOylenebilir. Siyah c¢ay fazla miktarda teaflavin ve tearubijin gibi kompleks polifenoller
icerirken (Langley-Evans, 2000), mate ¢ay1 klorojenik asit gibi basit polifenolleri daha fazla
icermektedir (Mello, et. al., 2005; Filip ve Ferraro, 2003). Mate ¢ayinin yapisinda bulunan
klorojenik asitin demiri indirgeme giiciine dolayisiyla giiclii bir antioksidan potansiyele sahip
oldugu belirtilmistir (Yoshino ve Murakami, 1998). Mate ve siyah ¢ay ekstraktinin indirgeme
giicii ile polifenol miktar1 arasinda yiiksek bir korelasyon bulunmustur. Tespit edilen
korelasyon katsayilari, siyah caymn 2, 8 ve 18 saat ekstraksiyon i¢in sirastyla 0.98, 0.99 ve
0.99’dur. Bu degerler mate caymda ise 0.98, 0.99 ve 0.97°dir. Onceki ¢alismalarla
karsilastirildiginda Psarra et. al. (2002) saraplarin polifenol miktar1 ile indirgeme giicii
arasinda diisiik bir korelasyon (R*=0.5956), radikal tutma kapasitesi ile nispeten yiiksek bir
korelasyon (R’=0.8115) bulmuslardir. Bu arastirmanin bulgular1 ile olusan farklilik

muhtemelen kullanilan materyallerin fenolik yapisindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir.
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5.2.2. Radikal tutma kapasitesi

Siyah ve mate ¢ay1 ekstraktinin farkli ekstraksiyon siirelerindeki radikal tutma kapasitesi
Tablo 1 ve Tablo 2’de goriildiigii gibi, sirastyla %2.6-95.4 ve %3.1-93.1 arasindadir. Toplam
polifenol ve indirgeme giiclinde oldugu gibi % 50 solvent ekstraktlar1 saf solvent
ekstraktlardan daha etkili bulunmustur. Bu durum bu ekstraktin polifenol igeriklerinin daha
yiiksek olmasindan kaynaklanabilmektedir. Daha once yapilmis ¢alismalarda (Negi et. al.,
2005; Yuan et. al., 2005; Canadanovic-Brunet et. al., 2005) da radikal tutma kapasitesi
tizerine ekstraksiyon solventinin etkisi oldugu belirtilmistir. Tablo 4’te, ¢ay ayrim1 olmaksizin
kullanilan solvent ve uygulanan siirenin radikal tutma kapasitesini énemli 6l¢iide etkiledigi
gosterilmektedir. Siyah cay ekstraktinin 2 ve 8 saat siiren ekstraksiyonu sonunda radikal

tutma kapasitesinin siralamasi asagida belirtilmistir:

% 502>% 50 etanol>% 50 DMF >% 50 metanol>DMFEF>metanol>etanol>aseton

Siyah cayin 18 saat, mate ¢ayinin 2, 8 ve 18 saat sonundaki sulu solvent ekstraktlarinin
radikal tutma kapasiteleri arasinda onemli bir farklilik goriilmemistir (p>0.05). Saf solvent
ekstraktlar1 arasinda ise DMF en yiiksek kapasiteyi gostermistir. Bunu sirasiyla metanol,

etanol ve aseton izlemistir.

Ekstraksiyon sliresinin artmasi siyah cayin aseton ekstraksiyonu hari¢ diger solvent
ekstraktlar1 arasinda onemli bir farkliliga yol agmistir. Mate ekstraktlar1 arasinda ise sadece
saf solvent ekstraktlar1 arasinda onemli bir farklilik gézlenmistir. DPPH’in inhibisyonu cay
tipi ve solvente bagli olarak farklilik gdstermistir. Istatistik analiz sonucuna gore siyah ve
mate caymin radikal tutma kapasitesi arasinda onemli bir farklilik tespit edilmemesine
ragmen mate ¢aymin saf solvent ekstraktinin radikal tutma kapasitesinin siyah ¢aydan fazla
oldugu gozlenmistir. Ancak, beklenmedik bir sonu¢ olarak mate ¢aymin sulu solvent
ekstraktinin indirgeme giicli ve polifenol miktarinin fazla olmasina ragmen siyah ¢ayin sulu
ekstraktindan daha diisiik kapasite gostermistir. Diger taraftan radikal tutma kapasitesinin
antioksidan bilesiklerin konsantrasyonuna bagli oldugu (Canadanovic-Brunet et. al., 2005;
Gll¢in et. al., 2003; Yildirim et. al., 2003) belirtilmektedir. Fakat bu aragtirma sonucu ile
uyumlu olarak Romero et. al., (2004) konsantrasyonu % 12.5-100 olan fermente soya
ekstraktinin indirgeme gii¢lerini sirasiyla %29.46, %40.08, %70.05 ve %91.18 bulurken ayni

ekstraktinin radikal tutma etkilerini % 25 konsantrasyondan sonra azalma oldugu belirterek
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%56.5, %79.3, %75.8 ve %60.7 olarak saptamiglardir. Arastirmacilarin sonucuna gore radikal
tutma kapasitesinin belli bir noktadan sonra konsantrasyona bagli olmadigi sdylenebilmek-
tedir. Sonug olarak mekanizmalar1 farkli olan 2 antioksidan yontemi farkli gézlemlere yol

acabilmektedir (Sun ve Ho, 2005).

Cay ekstraktinin radikal tutma kapasitesi ile polifenol miktar1 arasinda yiiksek bir korelasyon
saptanmustir. Siyah cay icin korelasyon katsayilar1 (R?) 2, 8 ve 18 saat icin sirasiyla 0.89, 0.85
ve 0.84 tespit edilirken, bu katsayr mate cayi icin 0.87, 0.83 ve 0.83 olarak tespit edilmistir.
Psarra et. al., (2002)’in saraplarda buldugu sonucun aksine bu arastirmada toplam
polifenollerin indirgeme giicii ile korelasyonu radikal tutma kapasitesi ile olan korelasyondan
daha fazla bulunmustur. Bu durum her 2 ¢ayda bulunan polifenollerin antioksidan yontemlere

kars1 daha farkli reaktivite gostermesinden kaynaklanabilmektedir.

5.3. Cay orneklerinin antibakteriyel aktivitesi

Yapilan 6n denemelerde siyah ve mate cayinin saf solvent ekstraktlar1 Snemli bir
antibakteriyel aktivite goOstermemistir. Bu nedenle calismada yalnizca sulu solvent
ekstraktlarinin  antibakteriyel aktivitesi incelenmistir. Ulasilan bulgular Tablo 5°te
gosterilmektedir. Mate c¢ayr ekstraktlar1 E.coli disindaki tim bakterilere karsi farkli
derecelerde antibakteriyel aktivite gdstermistir. Mate ¢ay1 igin % 50 aseton ekstraktinin en
etkili ekstraksiyon oldugu tespit edilmistir. Mate ekstraktlari i¢inde H. alvei bakterisine karsi
% 50 DMF ekstrakti etkisiz kalmistir. Mate ¢ay1 ekstraktina karsi tiim bakteriler i¢inde en az

direnci S.aureus gostermistir. E.coli ise hi¢cbir mate ekstrakti tarafindan engellenememistir.

Siyah cay ekstrakti sadece S.aureus, H. alvei ve B. cereus bakterilerine karsi degisen
derecelerde etkili olmustur. Ancak % 50 metanol ekstrakti hi¢ etki gosterememistir (Tablo 5).
Gram pozitif bakterilerin, Gram negatif bakterilerden daha hassas oldugu tespit edilmistir.
Bunun nedeni olarak G negatif bakterilerin dis membranlarinda bulunan lipopolisakkaritler

gosterilmektedir (Alzoreky ve Makahara, 2003; Baydar et. al.,2004).

Genel olarak, ekstraksiyon siiresindeki 2 saatten 18 saate olan artig test edilen bakteri ve
kullanilan solvente bagh olarak, ekstraktin antibakteriyel aktivitesini dnemli oranda artirmistir
(Tablo 5). Solvent ekstraktlar1 arasinda test bakterisi ve ekstraksiyon siiresine bagli olarak

onemli fark (p<0.05) goriilmistiir. Literatiirde cay iizerine yapilmis benzer bir calisma
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olmamasina ragmen farkli bitkilerle yapilan bazi ¢aligmalarda (Negi et. al., 2005; .Baydar et.
al., 2004, Tepe et. al., 2005) farkli solvent ekstraktinin antibakteriyel aktiviteleri arasinda
farkliliklar oldugu belirtilmistir.

Arastirma bulgulari, antibakteriyel aktivite agisindan siyah ve mate ¢ay1 ekstraktlar1 arasinda
cok biiyiik farklilik oldugunu gostermistir. Mate c¢ayr ekstraktlarinin test edilen bakterilere
kars1t ¢ok etkili oldugu tespit edilmistir. Bu durum ekstraktlarin antibakteriyel aktiviteden
sorumlu farkli fenolik bilesikleri igermesinden kaynaklanabilmektedir. Ancak her iki ¢ayin
fenolik bilesik kompozisyonunu belirlemek daha sonraki c¢alismalarin konusu olacaktir.
Ayrica, mate ekstraktlarindan sadece sulu DMF ekstraktinin H. alvei’ye kars: etkisiz kalmasi
da beklenmedik bir sonug olarak diisiiniilmektedir ve bu durumun nedeninin yapilacak daha
kapsamli ¢aligmalarla ortaya konulmasi1 gerekmektedir. Cay ekstraktlarinin polifenol miktari
ile antibakteriyel aktiviteleri arasinda herhangi bir iliski tespit edilememistir (R*=0). Benzer
bir sonu¢ Polygonum cognatum ekstraktlar i¢in de s6z konusudur (Yildirim et. al., 2003).
Diger taraftan, daha dnce yapilmis bazi calismalarda (Jayaprakasha et. al., 2003; Ozkan et. al.,
2004) bitki ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesinden bireysel fenolik bilesiklerin sorumlu

oldugu gosterilmistir.

Bu c¢alismada, siyah ve mate caymnin, 2, 8 ve 18 saat ekstraksiyon sonunda % 50 solvent
ekstraktlar1 polifenol miktari, antioksidan ve antibakteriyel aktivite agisindan saf
solventlerden ¢ok daha etkili bulunmustur. Etkinlik derecesi sulu solventlerin birbirine yakin
bulunurken, saf solventler iginde DMF ve metanol ¢ok daha etkili olmustur. Bundan sonra
yapilacak caligmalarda polifenol ekstraksiyonu icin etkisi yiiksek olan bu solventler
onerilmektedir. Mate cayinin incelenen 6zellikler agisindan siyah ¢aydan daha {istiin oldugu
tespit edilmistir. Bu nedenle mate ¢aymin dogal bir antioksidan kaynagi ve bazi patojen

bakterilere kars1 dogal bir engelleyici olarak tiiketilmesi 6nerilmektedir.
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