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Oz

Bu ¢alismada iki farkli ¢ay ile {iretilen Kambucha caylarmin fermantasyon siiresi sonundaki antikrobiyal ve antioksidatif
Ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir.18 giinlilk fermantasyon siiresi sonunda siyah ¢ay ile iretilen gaylarin Serbest radikal
giderme aktivitesinin (% 62.4+0.8) ve Toplam fenolik madde miktarlarinin (7.8+1.3 GAE, mM) yesil cay ile {iretilenlere kiyasla daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. 8 farkli gida kaynakli patojen bakteri tizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite testi sonucunda en fazla
etkinin yine siyah ¢ay ile iiretilen Kambucha caylarinda Staphylococcus aureus (24 mm zon ¢api) {izerinde oldugu, bunu Escherichia
coli’nin (20 mm zon ¢ap1) izledigi tespit edildi. Aynm1 bakteriler iizerinde siyah ¢ay kullanilarak iiretilen ¢esidin MIC degerleri ise
strastyla 24 ve 48 pg/mL olarak belirlendi.

Anahtar kelimeler: Kombucha ¢ay1, antioksidan aktivite, toplam fenolik madde, antimikrobiyal aktivite, mic.

Antimicrobial and Antioxidative Properties of Kombucha Teas
Produced with Black and Green Tea

Abstract

In this study, it is aimed to determine the anticrobial and antioxidative properties of the Kambucha teas produced by two different teas
at the end of the fermentation period. At the end of the fermentation period of 18 days, it was determined that the free radical removal
activity (% 62.4 + 0.8) and total phenolic content (7.8 + 1.3 GAE, mM) of teas produced with black tea were higher than those
produced with green tea. The antimicrobial activity test on 8 different foodborne pathogenic bacteria was found to have the highest
effect on the Staphylococcus aureus (24 mm zone diameter) in the Kambucha teas produced by black tea, followed by the Escherichia
coli (20 mm zone diameter). MIC values of the same bacteria were determined as 24 and 48 pg / mL, respectively.
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1. Giris

Kombucha, Combuchu, ya da mantar cayr genellikle
Asya'da tiiketilen geleneksel bir icecektir (Sreeramulu ve ark.,
2000). Cay ayrica Rusya ve Almanya’da sevilerek
tiketilmektedir (Dipti ve ark.,2003). Caymn kdkeninin Cin
oldugu ve ilk kez M.0.221 yili civarinda fiiretildigi tahmin
edilmektedir (Frank, 1991). Hafif asitli, karbonatli ve tathi bir
tada sahip olan c¢ay, cogunlukla ev ortaminda hazirlanarak
tiiketilmektedir.

Kombucha ¢ayr Acetobacter xylinum gibi karakteristik
bakteri tilirleri ile Brettanomyces, Zygosaccharomyces,
Saccharomyces smifina ve Pichia cinsine bagli olarak cesitli
mayalari igeren simbiyoz triindiir (Marsh ve ark., 2014; Reva ve
ark., 2015; Jayabalan ve ark., 2014). Ayrica Gluconacetobacter
ve Lactobacillus tiirleri de bazen izole edilen diger bakteri tiirleri
arasindadir (Trovatti ve ark., 2011).

Fermantasyon siirecinde, en yaygin olarak kullanilan
substratlar tatlandirilmis siyah veya yesil ¢ay olmasina karsin
tiretimde % 80 siyah c¢ay kullanilmaktadir (Stoner & Mukhtar,
1995). Fermantasyon siiresi genellikle 8 ila 10 giin arasinda
degismektedir. Fermantasyonun iriinlerini baslica asetik asit,
glukonik asit, etanol ve CO2 dir. Bunun yam sira laktik asit,
glukuronik asit, fenolik asit, yaninda B vitamini gruplar1 ve
enzimler gibi mindr bilesenlerde fermantasyon ortaminda
iiretilmektedir (Rousin,1996).

Kambucha ¢ay1 fermantasyon siireci sonunda iki kisimdan
olusur; yiizen bir seliilozik pelet tabakasi ve eksi sivi kisim.
Seliilozik pelet tabakasi asetik asit bakterileri tarafindan iretilir
ve bu biyofilm sayisiz uygulamaya sahiptir (Jayabalan ve
ark.,2016). Fermente sivi yiizeyinde olusan bu seliilozik
(biyofilm) tabaka inokulumlarin bagka ortamlara aktarilmasinda
kullanilabilir (Dutta ve Gachhui, 2006; El Salam, 2012).

Cay yaklasik olarak 30 iilkede yetistirilen, yesil ya da siyah
olarak tiiketilen ve sudan sonra en fazla tiiketilen bir icecektir
(Stoner ve Mukhtar, 1995). (-) - Epikatesin (EC), (-) -
epikatesin-3 gallat (EKG), (-) - epigallokatekin (EGC), (-) -
epigallokatekin-3-gallat (EGCG) yesil ¢ayda mevcut dort ana
polifenolik bilesenlerdir. Theaflavin ve thearubiginler ise siyah
cayda bulunan polifenolik bilesenlerdir (Yang,ve ark., 2001;
Yang ve ark., 2002). Demlenmis ¢ayin da katesin flavonoidlerini
de onemli seviyelerini ihtiva ettigi belirlenmistir. Demlenmis
¢ay, potansiyel olarak bu énemli bilesikler grubu i¢in ana besin
kaynagidir. Katesinler, birkag flavanoid bilesigi grubundan birisi
olup, onemli oranda biyoyararlanim derecesine sahiptirler
(Bronner ve Beecher, 1981).

Bu caligmada siyah ve yesil cay kullanilarak iiretilen
Kambucha ¢aylarinin bazi 6nemli gida kaynakli patonjen
bakteriler tizerindeki antibakteriyel etkilerinin varligmin
arastirilmasi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot

2.1 Cay
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Bu calismada Camellia sinensis L. Tiirii yesil ve siyah cay
kullanilmistir. Caylar Tiirkiye’de cay iiretimi yapan yabanci
kaynakli bir firmadan temin edilmistir.

2.2 Kambucha Caylarinin Uretimi

Yaklasik 20g siyah ve yesil gay igerisinde 1 L 95 °C de sicak
su bulunan bir kavanoz igerisine ilave edildi. Ardindan bu
karisgim igerisine 100 g sakkaroz ilave edilerek sakkaroz
tamamen eriyene kadar karistirildi. Karigim 15 dakika siire ile
demlenmeye birakildi. Siire sonunda karigim igerigi sterilize 22
mm filtre kagidindan siiziilerek otoklavda ( Niive-OT 90L) 15
dakika boyunca 121 ° C'de sterilize edildi. Steriliz edilen karisim
oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra igerisine 30 ml/L
oraninda biyofilm ilave edildi. Kavanozlarin kapaklar1 dikkatli
bir sekilde kapatildiktan sonra 18 giin boyunca 24 + 3 ° C'de
karanlik bir inkubatdrde fermantasyona birakildi.

2.3 DPPH Sertbest Radikal Giderme Aktivitesi

Kambucha ¢ay Orneklerinden 0,025 ml alinarak 4 mL
metanolde (0.0625 mg / mL) ¢6ziindiiriildi. Daha sonra 0.5 mL
metanolik bir a,a-diphenyl-B-picrylhydrazyl (DPPH) (1 mM)
¢ozeltisi ile karigtirildi ve oda sicakliginda 30 dakika beklemeye
birakildi. Ardindan karisimin optik yogunlugu spekrofotometre
ile (Hitachi U-2000) 517 nm'de 6l¢iildii (Chu ve Chen, 2006).

Kombucha ¢aylarinin sertbest radikal giderme aktivitesi
asagidaki denklemle hesaplandi

Siipiirme Kapasitesi (%) = [1- (As- Ab)/(Ac - Ab)] - 100
As: Orneklerin Absorbans degeri
Ab: Kér Numune

Ac: Kontrol Numunesi

2.4 Toplam Fenolik Madde Miktarinin
Belirlenmesi

Kombucha ¢ay 6rneklerinden 0.05 ml' alinarak tizerine 2 ml
% 2'lik sodyum karbonat eklenmistir. 2 dakika beklendikten
sonra sonra, yukaridaki ¢ozelti ile 0.1 ml Folin-Ciocalteu reaktifi
karigtirild;, 30 dk beklenildikten sonra spekrofotometre ile
(Hitachi U-2000) 750 nm'de absorbans 6lgiildii. Toplam fenolik
madde igerigi, kalibrasyon egrisinden gallik asit esdegerleri
(GAE, mM) olarak ifade edildi (Chu ve Chen, 2006).

2.5 Antimikrobiyal Analizler

Arastirmada; Esherichia coli ATCC 25922, Listeria
monocytogenes ATCC 51774, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Enterococcus aerogenes ATCC 13048, Pseudomonas
aeroginosa ATCC 10145, Enterococcus faecalis ATCC 51299,
Salmonella Typhi ATCC 6539 ve Bacillus subtilis ATCC 6633
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bakterileri kullanildi. Bakteri suslari kanli agarda 4-7 ° C'de
muhafaza edilmis ve 35 + 0.1 °C’de 24 saat Mueller-Hinton
Broth (Merch 110293) kiiltiire alinmugtir.

2.6. Disk Difiizyon Metodu ile Antimikrobiyal
Aktivitenin Belirlenmesi

Mueller-Hinton Broth igerisindeki her bir bakteri susundan
ayri ayrt 0.1 mL alinarak (106- 107 KOB/mL) Muller Hinton
Agar (Merck 1,05437) (MHA) ylizeyine cam drigalski spatiilii

yardimu ile inokuliim homojen olarak emilene kadar yayilmistir.
Besiyerinin inokulasyonu emmesi i¢in 10 dakika beklendikten
sonra 10 pL ¢ay oOrnekleri emdirilmis diskler (Bio-Disk
316010001) petri agar ylizeyine birbirlerinden yeterli uzaklikta
olacak sekilde yerlestirilmistir (Cruz-Galvez et al. 2018). Daha
sonra petri kutular1 Tablo 1’de belirtilen kosullarda inkubasyona
birakilmistir (Anonim, 2018). Inkiibasyon siiresi sonunda olusan
zonlar, yeterli 1s1ik altinda digital bir kumpas yardimiyla
Olciilmiistiir.

Tablo 1. Calismada Kullanilan Bakteriler ve Inkiibasyon Kosullari

Bakteri

Inkiibasyon Kosullari

Kullanilan Metot

Esherichia coli
Staphylococcus aureus
Salmonella Typhi
Enterobacter aerogenes
Pseudomonas aeroginosa
Bacillus subtilis
Enterococcus faecalis
Listeria monocytogenes

35+1 °C de aerobik 16-20 saat.

Eucast.org (Anonim 2018)

35+1 °C ‘de hava ve % 5 CO; karigim1 16-20

saat.

2.7. Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
Degerinin Belirlenmesi

Bakteriyel suslar, Mueller-Hinton broth (Merch 110293)
iizerinde inokiile edildi ve 24 saat 37+0.1 °C'de inkiibe edildi.
Bakteriyel suslarin inokiilasyonu 24 saatlik geng kiiltiir
kiltiirlerinden hazirlandi ve siispansiyonlar 0.5 McFarland
standart tiirbiditeye ayarlandi. Steril tiipler A, 2, 3, 4, 5 olarak
isaretlenmis, ayrica + ve — kontrol tiipleri olusturuldu. 2
numarali tiipden baslayarak (A hari¢) her tiipe 2 ser ml nutrient
broth (Merck 1.05443) ilave edildi. A tiipiine kambuch ¢ay
orneklerinden 4 ml ilave edildikten sonra, 2 ml si alinarak 2
numarali tiipe aktarildi ve homojen bir karisim olusana kadar
karistirildi. 2 numarali tiipteki cay ve besiyeri karisimidan 2 ml
aliarak 3 numaral tiipe aktarildi ve bu isleme 5 numarali tiipe
kadar ayni sekilde devam edildi. Son olarak 5 numarali tiipten de
2 ml cay ve besiyeri karisimindan alinarak atildi. Boylece her
tiipte esit miktarda ancak bir dncekine gore yar1 yartya azalmis
konsantrasyonlar elde edildi. Buna gore ilk tlipteki caymn
konsantrasyonu 1024 pg/mL, devam eden tiiplerde ise
konsantrasyon sirasiyla; 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 ve
0.5 ng / mL olmasi saglandi. “- kontrol” tiipii harig¢ tiim tiiplere,
Mueller-Hinton broth (Merch 110293) igerisinde inokiile edilen

bakteri kiiltiirlerinden 1 ul (106-107 kob/mL) ilave edildi Tim
tipler 37 °C’de 16-20 saat inkubasyona birakildi, inkubasyon
sonunda bulaniklik ve yiizeyde zar olusumu goézlenen tiipler
gelisme (+) olarak degerlendirildi.

Gelismenin goézlendigi ilk tip ile Oncesindeki gelisme
gozlenmeyen tiipiin konsantrasyonlarinin toplaminin yarisi
almarak MIC degeri belirlendi. Ayrica; inkubasyon sonunda “-
kontrol” tiipiinde herhangi bir gelisme olmadigi “+ kontrol”
tiiptinde ise gelisme oldugu goézlendi (E1 Mahmood, 2009; By
Aamer ve ark., 2015; Chikezie, 2017).

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

3.1. DPPH sertbest radikal giderme aktivitesi

Kambucha ¢ay Orneklerinin fermantasyon —siiresi
sonundaki DPPH radikal siipiiriicii aktivite analiz sonuglari
Tablo 2 de gosterilmistir.

Tablo 2. Siyah ve Yesil Cay ile Uretilen Kambucha Caylarimin DPPH Sertbest Radikal Giderme Aktivite Degerleri

DPPH Serbest Radikal Giderme

Toplam Fenolik Madde

Ornek Aktivitesi (%) (GAE, mM)
Siyah Cay 62.4+0.8 78413
Yesil Cay 49.6+2,4 5.4+1.6
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Arastirma ile hem yesil ¢ayin hem de siyah ¢aym iyi bir
antioksidan aktiviteye sahip oldugu ortaya konulmustur. Ancak
siyah c¢ay ile f{retilen Kambucha caymin antioksidan
aktivitesinin yesil ¢ay ile iiretilene kiyasla daha yiiksek oldugu
goriilmektedir (Tablo 2).

Yesil cay icerisinde bulunan dort epikatesin izomeri (EC,
EKG, EGC ve EGCQ) ve siyah cayda mevcut Theaflavin ve
thearubiginler yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Ancak
fermantasyon siiresince yesil ¢ayda bulunan biitiin katesinlerin
yikima ugradigi (Jayabalan, 2007), buna karsin siyah cay
icerisinde mevcut Theaflavin ve thearubiginlerin fermantasyon
boyunca stabil kaldig1 belirtilmistir (Su ve ark.,2003). 18 giinliik
fermantasyon sonucunda siyah c¢ayin antioksidan etkisinin yesil
caya kiyasla daha yiiksek olarak tespit edilmesinin nedeninin
yesil cayda mevcut Kkatesinlerin yikima ugramasindan
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.

Chu ve Chen (2006), sekiz farkli Kambucha ¢ay 6rneginin
15 giinliik fermantasyon siiresince antioksidan aktivitesinin artig
gosterdigini, fermantasyonun son  giiniinde  Orneklerin
antioksidan aktivite degerlerinin 39.0 = 9.1 ile 69.2 + 3.6
arasinda oldugunu Dbelirtmislerdir. Elde ettikleri sonuglar
aragtirma sonug¢larimiz ile paraleldir.

3.2. Toplam Fenolik Madde Miktarinin
Belirlenmesi

iki farkli gay ornegi ile iiretilen Kambucha gaylarmin 18
giinliilk fermantasyon siiresi sonundaki toplam fenolik madde
miktarlar tablo 2 de verilmistir. Toplam fenolik madde miktari
siyah cay ile yapilan Kambucha caylarinda yesil c¢ay ile
yapilanlara kiyasla daha yiiksek degerde bulunmustur. Chu ve
Chen (2006), siyah cay ile iirettikleri Kambucha caylarinda 15
giinliilk femantasyon siiresi sonunda toplam fenolik madde
miktarlariin sonuglarimiza benzer sekilde 6 ile 8.5 GAE, mM
arasinda degisiklik gosterdigini belirtmislerdir.

3.3. Antimikrobiyal Aktivite

ki farkli cay ornegi kullamlarak iiretilen Kambucha
caylarinin, disk diflizyon metodu ile bazi gida patojenleri
iizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri Tablo 3 de gosterilmistir.

Tablo 3. Iki Farkli Cay Kullanilarak Uretilen Kambucha Caylarinin Bazi Gida Patojenleri Uzerindeki Antimikrobiyal Aktiviteleri
(Mm Zon Capt)

Bakteri Antimikrobiyal Aktivite (mm zon ¢api)
Siyah Cay Yesil Cay
Esherichia coli 20 16
Staphylococcus aureus 24 16
Salmonella Typhi 17 13
Enterobacter aerogenes 10 9
Pseudomonas aeroginosa 13 9
Bacillus subtilis 15 10
Enterococcus faecalis 17 12
Listeria monocytogenes 14 10

Siyah cay ile yapilan Kambucha g¢aylarinin antimikrobiyal
aktivitesinin yesil ¢aylar ile yapilan ¢aylara kiyasla daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Siyah ¢ayla yapilan Kambucha ¢aylarinda
en yiiksek antimikrobiyal aktivitenin 24 mm zon ¢ap1 ile
Staphylococcus aureus iizerinde oldugu, bunu 20 mm zon ¢ap1
Esherichia coli ve 17 mm zon ¢aplar1 ile Salmonella Typhi ve
Enterococcus faecalis’in izledigi belirlenmistir. Yesil cay ile
yapilan Kambucha g¢aylarinda ise en yiiksek aktivitenin 16 mm
zon ¢api ile Staphylococcus aureus ve Esherichia coli {izerinde
oldugu bu iki bakteriyi 13 mm zon ¢ap1 ile Salmonella Typhi’nin
izledigi tespit edilmistir.

Aragtirma sonuglarimiza benzer sekilde, Battikh ve ark.
(2012) siyah ¢ay kullanarak tirettikleri Kombucha caylarinin
fermantasyon siiresi sonunda Staphylococcus aureus iizerinde
14,5 mm, Salmonella Typhi iizerinde 14 mm ve Esherichia coli
iizerinde ise 11 mm ve zon ¢ap1 olusturdugunu belirlemiglerdir.
Kambucha g¢aylarinin antimikrobiyal aktivitesinin, fermantasyon
stirecinde olusan asitlerden (6zellikle asetik asit) (Sreeramulu ve
ark.,2001) ile caylarin igerisinde fermantasyon sonrasinda kalan
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bilesenlerden (katesinler, theaflavin ve thearubiginler) (Kim ve
ark., 2007) kaynaklandigr yapilan aragtirmalar ile ortaya
koyulmustur.

Calismamizda en fazla antimikrobiyal etki Staphylococcus
aureus lzerinde (24 mm zon ¢api) siyah cay ile iretilen
Kambucha caymda gozlemlenmistir. Bu deger gerek CLSI
Microbiological ve gerekse Eucast Clinical tarafindan belirlenen
Staphylococcus aureus {izerinde en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip olan antibiyotikler olan Eritromisin ve
Klindamisinden daha yiiksektir.

3.4. Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
Degeri

MIC Testinin temel amaci, mikrobiyal aktiviteyi,
inokulumlari, antimikrobiyal ajani ve dezenfektan1 iceren
numunelerin absorbansini kontrol etmektir. MIC Testi verilen

99



Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi

anti-mikrobik ajanin etkinligini anlatmaktadir. Buna goére 8
farkli gida kaynakli patojen bakteri {lizerinde iki farkli gay
kullanilarak {iretilen Kambucha g¢aylarinin en diisik MIC
degerinin (Tablo 4) 24 (ug/mL) Staphylococcus aureus iizerinde

oldugu bunu sirasiyla, 48 (ug/mL) ile Esherichia coli ve 96
(ng/mL) ile Salmonella Typhi, Enterococcus faecalis ve Bacillus
subtilis’in izledigi belirlenmistir.

Tablo 4. Iki Farkli Cay Kullanilarak Uretilen Kambucha Caylarimin MIC Degerleri (ug/mL)

MIC degerleri (ng/mL)
Bakteri
Siyah Cay Yesil Cay

Esherichia coli 48 96
Staphylococcus aureus 24 96
Salmonella Typhi 96 384
Enterobacter aerogenes 384 768
Pseudomonas aeroginosa 192 768
Bacillus subtilis 96 384
Enterococcus faecalis 96 192
Listeria monocytogenes 192 384

Vitas ve ark. (2018) farkli Kambucha caylarinin bazi gida
patojenleri lizerindeki MIC degerlerini. Staphylococcus aureus
tzerinde 78.13 ile 312.50 arasinda, Esherichia coli iizerinde
39.10ile 312.50 arasinda ve Bacillus subtilis lizerinde 9.77 ile
312.50 arasinda degisim gosterdigini bildirmistir. Arastirmada
elde edilen veri araliklart ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar
ile paralellik gostermektedir.

Calismamizda en diisiik MIC degerinin siyah cayla {iretilen
Kambucha c¢aymnda Staphylococcus aureus iizerinde oldugu
(24pg/mL) tespit edilmistir. Bu deger Eucast Clinical tarafindan
belirtilen en diigitk MIC aktivitesine sahip olan Gentamisin den
daha diisiiktiir (Anonim, 2018).

4. Sonuc¢
Tirk toplumu tarafindan bugiine kadar ¢ok fazla
taninmayan, Kambucha c¢aylarinin fonksiyonel o&zellikleri,

antioksidant ve toplam fenolik madde miktarlar1 bakimindan
degerli icecekler oldugu arastirmacilar tarafindan ortaya
konulmustur. Bu amagla gilinlik diizenli tiiketimlerinin saglik
iizerinde faydali etkiler yaratacagi ortadadir. Ayrica
aragtirmalarda elde edilen sonuglar Kambucha c¢aylarinin
antimikrobiyal o0zelliklerinin de olduk¢a etkili oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle antimikrobiyal ajanlar olarak
kullanilma potansiyeli de son derece yiiksektir. Cok farkli cay,
baharat ve faydali bitki ve bunlarin karigimi ile ve farkli
fermantasyon kosullar1 altinda iiretilebilme 6zelliginde olmalart
iyi bir alternatif olarak goriilmektedir. Ancak fermantasyon
sirasinda olusan birgok asitlerden kaynaklanabilen saglik
sorunlarin olusabilecegi unutulmamali, mide hassasiyeti ve
rahatsizligit  olan bireylerin tiikketimde dikkatli olmasi

gerektiginden, fermantasyon siiresi 15-18 giiniin iizerinde
tutulmamalidir.
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