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Kombu gayi kultliri ilavesiyle aerobik kosullarda gay yapraklarinin fermentasyonuyla elde edilen Kombu gayi, maya
ve asetik asit bakterilerinin birlikte ¢alistigi simbiyotik bir sistemdir. Bu ¢calismada, farkli gay (beyaz, yesil, oolong,
siyah ve pu-erh) yapraklari kullanilarak tretilen kombu ¢aylarinin, 21 gin (30°C, karanlik kosullarda) fermentasyon
sliresince laktik asit bakterisi (LAB), toplam maya (TM), toplam asetik asit (TAA) ve toplam glukonobakter (TGB)
sayimlari yapilmis ve in vitro yapay statik gastrointestinal model kullanilarak mevcut mikrobiyotanin canli kalma
oranlar ile fermentasyon suresine bagh olarak degisimi incelenmistir. Yapay mide-barsak ortaminda en yiliksek
canhlik oraninin fermentasyonun 12. giiniinde asetik asit bakterileri ve glukonobakterlerde (%691.16-99.61 ve %90.84-
99.37) oldugu, fermentasyon sonunda, TAA ve TGB sayilarinin 7.77-10.66 ve 7.68-9.68 log kob/mL arasinda
degistigi, LAB sayilarinda ise 6nce artis ardindan yiksek asitlik (11.17 g/L, asetik asit cinsinden) ve diisen pH (2.82)
nedeniyle inhibisyon sonucu %60 oraninda azalma oldugu belirlenmistir. Kombu ¢aylarinin antibakteriyel etkisinin
belirlenmesine yoénelik incelemede ise artan asitlige en hassas mikroorganizmanin Escherichia coli ve en direncli
mikroorganizmanin da Lactobacillus acidophilus oldugu belirlenmistir. Pu-erh c¢ay yapraklariyla dretilen kombu
caylarinin ise mikroorganizmalar Uzerinde en fazla antibakteriyel etki gésteren ¢cay yapragi oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). Sonug olarak, ticari Kombu ¢ayi Uretiminde probiyotiklerin canlilik 6zellikleri gz 6nliinde bulundurularak
ideal fermentasyon slresi olarak 2 haftanin O6nerilebilecedi, fonksiyonel &zelliklerin korunabilmesi igin de
fermentasyon kosullarinin standardize edilmesi gerektigi sonucuna variimistir.

Anahtar Kelimeler: Kombu gayi, Mikrobiyota, /n vitro, Yapay statik gastrointestinal sistemde canlilik

Effect of Fermentation Time on Bio-Viability of Kombucha Tea
ABSTRACT

Kombucha is a symbiotic system including synergistic effects of yeasts and acetic acid bacteria, produced by the
fermentation of tea leaves and the incorporation of kombucha cultures under aerobic conditions. In this study,
kombucha samples were produced using different tea leaves (white, green, oolong, black and pu-erh), and the
number of lactic acid bacteria (LAB), total yeast (TM), total acetic acid (TAA) and total gluconobacter (TGB) were
determined in these samples during the fermentation of 21 days (30°C, dark conditions). Moreover, the survival rates
of the present microbiota were investigated by using the in vitro artificial gastrointestinal model depending on the
various fermentation periods. On the 12" day of fermentation, the highest vitality rates were obtained for acetic acid
bacteria (91.16-99.61%) and gluconobacteria (90.84-99.37%) in artificial gastrointestinal model. At the end of the
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fermentation period, TAA and TGB counts were 7.77-10.66 and 7.68-9.68 log cfu/mL, respectively. LAB counts
increased first, followed by a reduction of 60% due to high acidity (11.17 g/L, as acetic acid) and a decrease in pH
(2.82). In terms of antibacterial activity; E. coli was the most sensitive microorganism and Lactobacillus acidophilus
was the most resistant microorganism to the elevated acidity. The Kombucha tea produced by Pu-erh tea leaves had
the highest antibacterial effect on the microorganisms investigated (p<0.05). In terms of the industrial production of
Kombucha tea and the viability of the probiotics, it was concluded that the ideal fermentation period should be 2
weeks, and the fermentation conditions should be standardized in order to maintain its functional properties.

Keywords: Kombucha, Microbiota, In vitro, Artificial static gastrointestinal model

GIRiS

Bakteri (Acetobacter ve Gluconobacter) ve mayalarin
birlikte calistigi simbiyotik bir sistem olan Kombu c¢ayi,
seker ve gay yapraklarinin (siyah, yesil, beyaz veya
oolong) fermentasyonuyla uretilen, hafif tath, asidik ve
gazll bir icecektir [1, 2]. M.O. 221'de Cin, Kore ve
Japonya’da enerji verici ve detoksifiye edici olarak
tilketilen Kombu cayi, Japon Imparatoru’nun sindirim
rahatsizliklarini  dlzeltmek amaciyla Dr. Kombu
tarafindan ilk kez Kore’den Japonya’ya goturiimus ve
oradan da diinya’ya yayiimistir [2]. Kombu ¢ay! kelimesi,
Japonca’da genis yaprakli deniz yosunu (Laminaria
japonica)’na verilen “Kombu”, ¢ay anlamina gelen “Cha”
kelimelerinin  birlesiminden  olugmaktadir. Farkh
kaynaklarda kokeninin Rusya’ya dayanmakta olduguna
dair bilgiler bulunmakta olup, Rusya’da “Kargasok” cayi
olarak bilinen Kombu cayi, “Red Tea Fungus, Haipao
Manchurian Mushroom, Chainii kvass, Kocha kinoko”
gibi isimlerle de anilmaktadir [3].

Yapilan galismalarda, ‘bakteri ve mayalarin simbiyotik
kiltird” (SCOBY, Symbiotic Culture of Bacteria and
Yeast) olarak adlandirilan seliilozik biyofilm tabakasinda
(zooglea biyofilm) Acetobacteraceae familyasina dahil
Gram negatif aerob basiller (Acetobacter xylinum, A.
xylinoides, A. aceti, A. pasteurianus, Bacterium
gluconicum ve Gluconobacter oxydans) ile mayalar
(Saccharomyces cerevisiae, S. ludwigii,
Zygosaccharomyces bailii, Z. rouxii, Z. kombuchaensis
sp.nov., Schizosaccharomyces pombe, Torulaspora
delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis, B. lambicus, B.
custerii, Candida krusei, C. albicans, Kluyveromyces
africanus, Pichia membranaefaciens, Kloeckera
apiculata, Torulopsis sp., Dekkera sp.) ve laktik asit
bakterilerinin  (Lactobacillus sp., Lactococcus sp.,
Leuconostoc sp., Bifidobacterium sp.) simbiyotik olarak
birlikteligi tespit edilmistir [1-2, 4-18]. Yapilan son
calismalarda; Actinobacteria, Bacteroidetes,
Deinococcus-Thermus, Firmicutes ve Proteobacteria
siniflarina dahil mikroorganizmalarin da bulundugu
belirlenmis olup, Firmicutes sinifina dahil Lactobacillus

ve Lactococcus cinslerine bakteri ve mayalarin
simbiyotik  kiltirinde yogun olarak rastlanildidi,
Leuconostoc, Enterococcus ve Allobaculum (kilo
kaybinda etkili) cinslerinin ilk kez kombu cgayi
orneklerinde tespit edildigi, Propionibacterium ve
Bifidobacterium cinslerinin ise Kombu cayl

fermentasyonunun erken dénemlerinde belirlendigi ifade
edilmektedir [14, 19].

Bakteri ve mayalarin simbiyotik kultirinde bulunan
mayalar, invertaz enzimleriyle sakkarozu kullanarak etil
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alkol ve CO, olustururken; Acetobacter cinsi bakteriler,
mayalarin olusturdugu etil alkoli alkol ve aldehit
dehidrogenaz enzimleriyle asetik aside donistirmekte,
Gluconobacter’ler ise siksinat ve a-ketoglutarat
enzimlerinin bulunmamasi nedeniyle de asetik asidi
okside edemediklerinden glukonat olusturmaktadiriar.
Ayrica, Gluconobacter ve Acetobacterlerin glukonik asit
Uretimi icin glikozu; asetik asit Uretimi igin de fruktoz ve
etanolu kullanma yetenekleri de bulunmaktadir [1, 10,
20, 21].

Kombu c¢ayinda bulunan mikroorganizmalar; ¢ay
yapraklari ve zenginlestirmek icin eklenilen diger bitkisel
materyallerdeki (ogul otu, nane, enginar, kekik, adagayi,
dut, visne vb.) fenolik bilesikleri kullanarak, bagl
formlarindan serbest fenolikleri olusturmakta, hem son
ariindn duyusal 6zelliklerine katkida bulunmakta hem de
saghk Uzerinde olumlu etki gdsteren fermentasyon
arinleri (asetik asit, glukonik asit, glukuronik asit, malik
asit, CO,, etil alkol, cesitli vitaminler, amino asitler,
mineraller vb.) meydana getirmektedirler. Maya ve
bakterilerin  meydana getirdikleri diger metabolitler
arasinda, suda ¢ozinebilir vitaminler (C, By, B, Bs, Bs,
B12) ile asetik asidin yani sira 6nemli 6lglide glukonik,
glukuronik, sitrik, malik, tartarik, folik, laktik, okzalik,
suksinik, purivik asit gibi diger organik asitler, mineral
maddeler (Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Co, Cr vb.) ve fenolik
bilesikler de yer almaktadir. Olusan metabolitlerin
cesitliligi; bakteri ve mayalarin simbiyotik kultirinde
bulunan mikroorganizmalarin gesitliligine, fermentasyon
kosullarina (sire, sicaklik vb.), kullanilan seker ve gay
miktarina, ¢ay yapraginin cesidine ve eklenen diger
bitkisel materyallere gobre degisiklik gostermekle
beraber; iklim, cografi kosullar, uretim sirasindaki
hijyenik kosullar da bu konuda etkili olabilmektedir [1, 5,
10-12, 17, 22-25].

Kombu ¢ayinin pekgok metabolik hastaligi iyilestirici ve
destekleyici etkisinin oldugu belirlenmis (diabet, kronik
yorgunluk, romatizmal hastaliklar, gut, hemoroid,
yashlik, atheroskleroz, kolesterol ve kan basincinin
dizenlenmesi, kanser ve AIDS gibi hastaliklarda
gorulen kilo kayiplarinin kontrolli, bagisiklik ve sindirim
sistemleriyle karaciger fonksiyonlarini destekleme,
yangisal durumlarn azaltma, gastrointestinal sistemin
galismasini iyilestirme) olup, fenolik bilesik iceriginden
dolay! serbest radikalleri etkisiz kilici ve antioksidan
aktivitesinin yanisira, organik asit igerigiyle de patojen
bakterilere (Salmonella typhimurium, S.enteritidis,
Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Shigella
sonnei, E.coli) karsi antibakteriyel etkisi bulunmaktadir
[1, 8-9, 24-31].
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Cay mantari olarak bilinen Medusomyces giseviinin
gelisebilmesi  osmofilik mayalar ve bakterilerin
cogalmasina bagl olup; sakkarozu kullanan asetik asit
bakterileri ~ (Acetobacter  xylinum)  fermentasyon
sirasinda, selllozik yapida-kalin “zooglea biyofilm”
tabakasini olugturarak simbiyotik bakteri ve maya
toplulugunun bir arada kalmasini saglamaktadir [10, 11,
26]. Bakteri ve mayalarin olusturdugu simbiyoz
konsorsiyum gelistikge olusan sellloz yapi, yluzeydeki
mikroorganizmalari hem UV isinlarindan korumakta
hem de gelismeleri icin gerekli olan oksijeni
saglamaktadir [1].

Probiyotik mikroorganizmalarin insan saghgi Uzerindeki
olumlu etkilerini ortaya koymaya yonelik pek c¢ok
arastirma yuritilmekte olup, bu mikroorganizmalarin
sindirim sisteminden gegerken canli kalabilmeleri blyuk
onem tagimaktadir. in-vitro gastrointestinal modeller,
statik ve dinamik olmak Uzere ikiye ayrilmakta; statik
modellerde gida maddesi sindirim sistemindeki islemlere
maruz birakilarak sindirim sirasinda zamana bagli
olarak degisen parametreler (pH, enzim dizeyi, 6rnek
miktari vb.) dikkate alinmamakta, dinamik modellerde
ise fiziksel ve mekaniksel islemlerle zamana bagl olarak
degisen parametreler sindirim sirasinda stimile
edilmektedir [27].

Taze kaynatiimis su kullanilarak (1 litre) ve 50-200 g/L
oraninda sakkaroz (gay sekeri) ile tatlandirildiktan
sonra, ¢ogunlukla siyah gay yapraklariyla (1.5-5.0 g/L)
demlenen Kombu g¢ayr (10 dakika); yapraklar
uzaklastirnldiktan sonra, oda sicakhdina sogutulmakta
ve ardindan bakteri ve mayalarin simbiyotik kulttrd
(SCOBY, Kombu gayl mantari) ve daha 6nce fermente
edilmis gaydan (100-150 mL/L) eklenerek, Uzeri temiz
bir bezle ortlldukten sonra fermentasyona
birakilmaktadir (7-60 gun) [5, 7, 11, 20, 24-25, 32]. Sire
ve sicakhk artisina bagh olarak artan asetik asidin
olumsuz etki yaratmamasi igin fermentasyonun; pH
4.2'ye ulastiinda sonlandiriimasi, alkol ve CO;
olusumunu kontrol edebilmek igin ise Urdndn pastorize
edilmesi veya koruyucu (%0.1 sodyum benzoat ve %0.1
potasyum sorbat) ilave edilip sogukta muhafaza
edilmesi 6nerilebilmektedir [24, 25, 34].

Bu calismada, beyaz, yesil, oolong, siyah ve pu-erh g¢ay
yapraklari kullanilarak dretilen Kombu g¢ayi érneklerinin;
21 glnlik (30°C, karanhk kosullarda) fermentasyon
suresince, mevcut mikrobiyotasini (laktik asit bakterisi-
LAB, toplam maya-TM, toplam asetik asit-TAA ve
toplam glukonobakter-TGB) ve bu mikrobiyotanin in vitro
statik gastrointestinal model ortaminda fermentasyon
stresine bagl olarak canli kalma oranlarinin tespit
edilerek ideal fermentasyon slresinin ve antimikrobiyal
ozeliklerinin belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Kombu Gayi Uretimi

Kombu c¢ayl o6rneklerinin  hazirlanmasinda Chado
firmasindan temin edilen beyaz (Yin Zhen Silver Needle,

Camellia sinensis var. sinensis, Cin), yesil (Matcha
Koicha, Camellia sinensis var. assemica, Japonya), milk
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oolong (Camellia sinensis var. sinensis, Tayvan), siyah
(Keemun black, Camellia sinensis var. sinensis, Qimen
bélgesi Cin) ve Golden pu-erh (Camellia sinensis var.
sinensis, Pu-erh bdlgesi Cin) cay yapradi Ornekleri
kullanilarak Greenwalt ve ark. [28] tarafindan &nerilen
yontem adapte edilmistir. Sterilize edilmis 1 litre damitik
suya, seker (100 g/L) ilave edilerek kaynatiimis,
ardindan cay yapraklari (6 g/L) ayri ayri eklendikten
sonra 15 dakika sureyle demlenmis ve sogutulmus cay
Orneklerine bakteri ve mayalarin simbiyotik kilturi ve
fermente Kombu ¢ayi (100 mL/L) ilave edilerek 21 glin
slreyle, 30+2°C’de karanlkta, fermente edilmistir.
Denemeler sirasinda; bakteri ve mayalarin simbiyotik
kllturt, piyasada satilan ticari bir Kombu ¢ay 6érneginin
(Mavili kapi firmasina ait) U¢ kez ard arda yukarida
belirtilen kosullarda fermente edilmesiyle elde edilmis ve
cay Orneginin Ust ylzeyinde gelisen sellilozik tabaka
SCOBY olarak kullaniimistir.

Fizikokimyasal ve Kimyasal Analizler

Fermentasyon suresince Kombu cay 6rneklerinin pH
degerleri Hanna pH 211 model (Hanna Instruments
S.R.L., ABD) pH metreyle odlgilerek belirlenmis; toplam
asitlik degerleri, CO;’i ugurulmus 10 mL Kombu c¢ayi
orneginin 0.1 N NaOH esliginde titrasyonuyla tespit
edilmis ve sonuglar asetik asit cinsinden g/L olarak ifade
edilmistir [35].

Mikrobiyolojik Analizler

Kombu c¢ayi 6rneklerinden aseptik kosullarda 10'ar mL
alinarak 90 mL steril %0.1 pepton (Merck 107214) ve
%0.85 iyotsuz NaCl igeren dilisyon sivisi iginde
homojenize edilmis ve ileri dilisyonlar i¢in ayni dilisyon
¢ozeltisi kullaniimistir. LAB sayimi icin De Man Rogosa
Sharpe (MRS) Agar (Merck 1.10660, 30+2°C, 48 saat),
toplam maya sayimi igin Rose Bengal Chloramphenicol
Agar (Merck 1.00467, 22+2°C, 5 gun) kullaniimis [36]
olup, toplam asetik asit bakterisi ve toplam
Gluconobacter sayimlari igin ise Asai ve ark. [37]
tarafindan énerilen yéntem uygulanmistir. Toplam asetik
asit bakterisi sayimi igin 30 g/L glikoz monohidrat
(Merck 108342), 5 g/L maya ekstrakti (Merck 103753), 3
g/L pepton (Merck 107214), 20 g/L agar (Merck 101614)
iceren besiyeri hazirlanarak sterilize edildikten sonra
icerisine %3 etanol (Merck 100983) ve 10 g CaCOs
(Merck 10207) eklenmis, 25+2°C’de 3 gun inkube
edilmistir. Toplam Gluconobacter sayimlari igin ise, 25
g/L D(-)-mannitol (Merck 105982), 5 g maya ekstrakti
(Merck 103753), 3 g/L pepton (Merck 107214), 20 g/L
agar (Merck 101614) iceren besiyeri hazirlanarak,
30+£2°C’de 3 gun sureyle inkibasyona birakilmistir.
inkiibasyon sonunda tiim mikroorganizmalar igin
koloniler degerlendiriimis ve sonuglar “log kob/mL”
seklinde ifade edilmistir.

In-vitro Yapay Statik Gastrointestinal Modelde
Canlilik

Fermentasyon slresince, Kombu c¢ayinda bulunan
mikroorganizmalarin in-vitro yapay statik gastrointestinal
modelde canli kalma oranlarinin tespitinde Nazzaro ve
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ark. [38] ve Valero-Cases ve Frutos [39] tarafindan
belirtilen yontemler kullaniimistir. Yapay mide ve barsak
ortami; her mikroorganizma grubu igin 9 mL uygun sivi
besiyeri  kullanilarak olusturuimus ve hazirlanan
besiyerleri kullanilmadan énce 0.22 ym (Minisart 16534,
Sartorios Biotech GmbH 37070 Goettingen, Almanya)
g6zenek ¢apina sahip filtreden gegcirilerek sterilize
edilmistir. In-vitro yapay statik gastrointestinal model
ortaminda canli kalan mikroorganizma sayilari, her
mikroorganizma grubu igin uygun besiyerine ekim
yapllarak tespit edilmis ve sonuglar “log kob/mL” olarak
bildirilmigtir. Kombu cayl Orneklerindeki
mikroorganizmalarin canli kalma yuzdeleri ise; in-vitro
yapay statik gastrointestinal model ortami 6ncesindeki
her mikroorganizma grubuna ait toplam canli hucre
sayisinin, in-vitro yapay statik gastrointestinal model
ortami sonrasindaki toplam canli hicre sayisina
boéllinerek, 100 ile garpiimasiyla belirlenmistir.

Antimikrobiyal Aktivite
Kombu cay orneklerinin  antimikrobiyal etkilerinin

belirlenmesinde disk difiizyon yéntemi [40] uygulanmis
olup, fermentasyonun 12. giiniinde alinan érnekler, 0.2

um gbézenek c¢apina sahip steril filtreden gegirilmis,
Tablo 1‘de isimleri ve gelisme kosullari belirtilen
mikroorganizmalar Uzerinden antimikrobiyal etkileri
belirlenmistir. 18-24 saatlik klttrlerden 100 yL alinarak
patojen mikroorganizmalar (8.44-8.98 log kob/mL) igin
TS agar besiyerine; laktik asit bakterileri (7.20-7.62 log
kob/mL) icin ise MRS agar besiyerine ylzey surme
yontemiyle ekim yapiimis ve 4°C’de 2 saat slreyle
bekletilerek kaltarlerin besiyerine diftizyonu
saglanmistir. Sure sonunda 6 mm c¢apindaki kagit
diskler (Oxoid CT0998B), besiyeri ylzeye yerlestirilerek
her kombu ¢ayi 6rneginden 20 pL alinarak kagit disklere
emdirilmistir. Pozitif kontrol olarak 20 yL kloramfenikol
(0.1 g/L, Oxoid SRO078E), negatif kontrol olarak ise 20
ML saf su (0.2 um gbézenek c¢apina sahip filtreden
gecirilmis)  kullanilmigtir.  Inkiibasyon  sonrasinda
petrilerdeki zon ¢aplari dlgilerek (-: inhibe edici etki yok;
+: <10 mm; ++: 10-15 mm; +++: 15-20 mm), test edilen
mikroorganizmalar Uzerine Kombu c¢ayi &rneklerinin
antimikrobiyal etkileri degerlendiriimistir. Calismada
yapilan fizikokimyasal, kimyasal ve mikrobiyolojik
analizler Ug kez tekrarlanmis ve sonuglar bu U¢ degerin
ortalamasi olarak verilmistir.

Tablo 1. Antimikrobiyal aktivite belilenmesinde kullanilan mikroorganizmalar ve gelisme kosullari

Mikroorganizma adi

Temin edildigi yer

Kullanilan besiyeri ve Gelisme
kosullari

Salmonella enteritidis (ATCC 13076)
Escherichia coli (ATCC 25922)
Staphylococcus aureus ssp. aureus
(ATCC 29213)

Enterobacter aerogenes (ATCC
13048)

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Tryptic Soy Broth (TSB)/ Tryptic Soy
Agar (TSA), (Oxoid CM0129)/
(Oxoid CM0131)

37°C'de 24 saat

Listeria monocytogenes serotypel/2b
Salmonella enterica serovars.
Typhimurium

Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus NRRL B 548
Lactobacillus casei NRRL B 1922
Lactobacillus acidophilus NRRL B
4495

USDA'’s Agricultural Research
Services Culture Collection (Birlesik
Devletler Tarim Bélumu’ndin Tarimsal
Arastirma Servisi Kitur Koleksiyonu)

De man Rogosa Sharp Broth/ De
man Rogosa Sharp Agar (Merck
1.10661)/(Merck 1.10660)
37°C'de 2 glin

Duyusal Degerlendirme

Kombu c¢ayi 6rneklerinde duyusal degerlendirme; 1-5
hedonik skala (5 puan: Cok iyi, 4 Puan: iyi, 3 Puan:
Kabul edilebilir, 2 Puan: Yeterli degil, 1 Puan: Kotu)
kullanilarak, 18-48 yas araliginda 25 kisi ile; drneklerin;
lezzet, koku, eksilik, renk ve genel kabul edilebilirlik
acisindan degerlendirilmesiyle gergeklestiriimistir [41].

istatistiksel Analizler

Analizler sonucu elde edilen veriler istatistiksel olarak
SPSS 16.0 programi kullanilarak degerlendirilmistir.
Elde edilen ortalama degerler arasindaki istatistiki
farklihklarin belirlenmesinde p<0.05 olasilik dizeyinde
LSD (Least Significant Difference) testi kullaniimigtir.

BULGULAR ve TARTISMA

Kombu ¢ayi orneklerinin fizikokimyasal analiz sonuglari
Sekil 1'de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore
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orneklerin pH degerleri fermentasyonun basinda 4.63-
5.58 arasinda degisiklik goOsterirken, fermentasyonun
21. gununde ise 2.50-2.53’e dusmdustir. Kombu cayi
Uretiminde hammadde olarak farkli c¢ay yapraklari
kullaniminin, &rneklerin pH degerlerinde belirgin
farklihga (p>0.05) yol agmadigi gézlenmekle birlikte, tim
cay Orneklerinde duzenli bir azalmanin oldugu tespit
edilmistir. Kombu c¢ayi ile ilgili olarak daha 6nce yapilmis
calismalarda fermentasyon sonu pH degerleri olarak
1.80 [12], 3.00-3.50 [14], 4.60-4.70 [18], 3.91-4.19 [21],
2.50 [42], 2.50 [43], 3.08 [44], 2.76-3.15 [45], 2.60 [46],
2.50-3.00 [47], 2.90 [48], 2.90 [49], 3.00 [50], 1.95-2.89
[51], 3.11-3.22 [52], 3.60 [53], 2.57-3.05 [54] degerleri
elde edilmis ve pH degerlerinin diger galismalarda 1.80-
4.70 arasinda degistigi gozlenmistir. Bu degerlerle
karsilastirildiginda c¢alismamizdaki fermentasyon sonu
pH deger araliginin, bu pH degisim bandi iginde kalarak
genel ortalamayla uyumlu oldugu belirlenmistir. Pek ¢ok
arastirmac tarafindan da belirtildigi gibi [10, 12, 51, 55,
56] tim c¢ay Orneklerine ayni oranda ilave edilen
sakaroz; fermentasyonda kullanilarak farkli organik
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asitlere donismekte ve bunun dogal sonucu olarak da
pH degerinde azalma gdézlenmektedir. Fermentasyonun
3. glninden sonra gdzlenen pH degderindeki azalmada
ve pH dlsusunin tim denemelerde vyavas
seyretmesinde, MalbaSa ve ark. [32], Sun ve ark. [48] ile
Jayabalan ve ark. [50] tarafindan da ifade edildigi gibi;
cay yapraklarindaki mineral maddelerle, fermentasyon
sirasinda olusan zayif asitlerin etkilesiminin etkili oldugu
disunitlmektedir. Cay ornekleri arasinda fermentasyon
baslangic ve sonu pH degerleri acgisindan diger
orneklere goére en diuslk degerlere sahip olan Kombu
cayl tipi; pu-erh cay yapraklarn kullanilarak Uretilen
orneklerdir (p<0.05). pH degerlerindeki degisimin pu-erh
cayinin Uretim tekniginden ve c¢ay yapraklarinin
bilesimindeki farkliliklardan (fenolik madde ve katesin
iceriginden)  kaynakladigi  distUnlilmekle  beraber;
fermentasyon sonunda tim farklh ¢ay orneklerinden
yapilan denemelerde benzer pH degerlerine ulagiimis
olup, istatistiki olarak énemli bir farklilik bulunmamistir
(p>0.05). Diger galismalarla da [48, 52, 54, 57] uyumlu
sonuglar elde edilmesi sonucunda, farkli gay yapraklari
kullaniminin Kombu ¢ayl fermentasyonu (zerinde pH
degeri ve fermentasyon asitligi agisindan 6énemli bir
olumsuz etki yaratmadigi kanisina variimistir.

Kombu ¢ayl Orneklerinin toplam asitlik degerlerinin,
fermentasyon baslangicinda 0.12-0.24 g/L (asetik asit
cinsinden) arasinda iken, 21. gunin sonunda 11.77-
16.69 g/L araligina yikselmistir. Yapilan farkl
calismalarda; sicaklik, ilave edilen seker miktari,
kullanilan yapraginin  ¢esidi  ve  miktari,

cay

M Beyaz
m Yesil
Oolong
M Siyah
W Pu-erh

Fermentasyon sliresi (giin)

Sekil 1. Fermentasyon suresince pH ve toplam asitlik
farklihklari (p<0.05) ifade etmektedir)

Fermentasyon suresince belirlenen LAB, TM, TAA ve
TGB sayilari Sekil 2'de g0sterilmistir. Fermentasyonun
3. gininde tim mikroorganizma gruplarinda hizli bir
artis olmus, bu artis LAB ve TM sayilarinda 12. gline
kadar devam etmistir. En ylksek degerler, LAB
sayllarinda yesil cayda (5.80 log kob/mL) ve TM sayisi

Fermentasyon siiresi (glin)

fermentasyon siresi ve sicakligi vb. kosullar neden
gosterilerek daha duglUk asitlik degerleri elde edildigi
gorilmuastar [18, 22, 32, 48, 52, 54, 57, 58]. En hizli
asitlik artisi pH degerindeki degisime paralel olarak, pu-
erh cay vyapraklari kullanilarak uretilen Kombu cayi
orneklerinde belirlenmistir (p<0.05). Essawelt ve ark.
[57] ile Lv ve ark. [58] tarafindan da bildirildigi gibi pu-
erh gay yapraklarinin suda ¢ézinur kurumadde orani ve
icerigi, fermentasyon sirasinda CO; ve dolayisiyla suda
¢bzlinen hem asit hem de baz karakterine sahip

hidrokarbonat (HCOs;) anyonu olusumuna yol
acmaktadir. Bu anyonun, zayif asitlerin
iyonizasyonundan acgiga ¢ikan serbest hidrojen

iyonlarina baglanarak pH’daki duslsl, tamponlama
etkisiyle sayesinde, kismen kontrol altinda tuttugu
disunilmektedir. pH degerlerinin fermentasyonun 3.
guiniinden sonra ani degisimler géstermemesine karsin,
toplam asitlik degerlerinde gorilen artiglara benzer
calismalarda da rastlanilmis olup, fermentasyon
sUresinin bitimine; pH degderlerindeki degisimin yani sira
toplam asitlik degerlerine bakilarak da karar verilmesi
Onerilmektedir. Bu farklilikta, muhtemelen pH degeri
Olgimiinde sadece suda iyonlasan H* iyonu
konsantrasyonunun Odlgulmesi, titrasyon asitliginde ise
suda iyonlasan ve asitlik veren diger atom grubu, kok ve
bilesiklerin de etkili olmasi rol oynamaktadir. Diger
yandan, fermentasyon sonunda ulasilan pH degerleri,
fermentasyonda etkili olan mayalarin galisabilecegi pH
degerinin ¢ok altinda olmasina karsin, simbiyotik
kiltirde bulunan bakteri ve mayalarin faaliyetlerine
devam edebildigini gostermistir (p<0.05).

Toplam asitlik (asetik asit, g/L)
5,00

10,00 15,00 20,00

M Beyaz
| Yesil
Qolong
M Siyah
W Pu-erh

degisimi (log kob/mL, a-e: farkh harfler gruplar arasindaki
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bakimindan ise beyaz ¢ayda (6.11 log kob/mL) tespit
edilmistir (p<0.05). Oolong c¢ayl kullanilarak Uretilen
kombu cayi ornekleri ise, LAB sayilarinda 3. ginden
itibaren 21. gune kadar dizenli artis (p<0.05)
gOzlenmistir.
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Sekil 2. Fermentasyon suresince laktik asit bakterisi (LAB), toplam maya (TM), toplam asetik asit bakterisi (TAA) ve
toplam glukonobakter (TGB) sayilarindaki degisimler (log kob/mL, a-e: farkh harfler gruplar arasindaki farkhliklari

(p<0.05) ifade etmektedir)

Fermentasyon sirasinda maya sayilarindaki artisin 12.
gunden sonra azalma seyri igerisinde olmasinda;
fermentasyonun 3. ve 12. gunleri arasinda gorilen pH
degerindeki azalma ve toplam asitlik degerlerindeki
artisin rol oynadigi, Teoh ve ark. [9] ile Essewelt ve ark.
[67] tarafindan yapilan galismalarda da vurgulandigi
gibi, ayni dénemde toplam asetik asit ve glukonabakter
sayllarinda gorulen artisa bagh olarak da mayalarin bu
iki grup mikroorganizma ile besin maddesi icerigi ve pH
azaligindan dolayr rekabet edemedigi sonucuna
variimistir. En yiksek degerine sirasiyla 10.66 ve 9.68
log kob/mL ile 21. giinde ulasan toplam asetik asit ve
glukonabakter sayilarinda, 3. gunden itibaren dizenli
artis oldugu ve 3. ginde ulasilan degerden daha disuk
seviyeye inmedikleri belirlenmistir (p<0.05). Gladysheva
ve ark. [59] tarafindan vurgulandidi Gzere, asetik asit
bakterileri 25-30°C araliginda en iyi gelisimi gostermekte
olup, bizim g¢alismamizda da Kombu c¢ayl denemeleri
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30°C’de ve karanlikta gergeklestirilmistir. Ayrica, bakteri
ve mayalarin  simbiyotik  kdltdrindn  yani  sira
fermentasyonunun baslangicinda, fermentasyonunu
henlz tamamlamis Kombu cayi érneklerinden baslatici
kultir olarak ortama ilave edilmesi ve kullanilan cay
yapraklarinin kafein ve fenolik igeriklerinin de toplam
asetik asit ve glukonabakter sayilarindaki duzenli artis
Uzerinde etkili oldugu disunulmektedir.

Laktik asit bakterilerinin en yliksek seviyede (5.99 log
kob/mL) oldugu 12. ginde yapilan in vitro statik
gastrointestinal sistemde canliik analizi sonuglarina
gore (Sekil 3); yapay mide barsak ortami sonrasinda
1.51-1.63 log kob/mL dizeylerinde belirlenen LAB, in
vitro statik gastrointestinal sistem kosullarinda en dugik
canl kalma oranina (%25.95-29.85) sahip
mikroorganizma grubu olmus, bunu sirasiyla toplam
maya (%92.99-96.02), toplam glukonobakter (%90.84-
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99.37) ve toplam asetik asit bakterileri (%91.16-99.61)
takip etmistir (p<0.05). Kullanilan ¢ay vyapraklari
acisindan degerlendirildiginde ise, pu-erh ¢ay yapraklar

YSGlsistemsonrasi

TGB

YSGlsisteméneesi

YSGlsistem sonrasi

TAA

YSGlsisteméncesi

YSGlsistemsonrasi

™

YSGl sistemdncesi

YSGlsistem sonrasi

LAB

YSGlsisteméncesi

ilave edilen Kombu g¢aylr denemeleri (p<0.05) LAB
disinda en yuksek canlilik oranina sahip denemeler
olarak belirlenmistir.

0,00

4,00
log kob/mL

mPu-erh mSiyah mQolong mYesil mBeyaz

Sekil 3. Yapay statik gastrointestinal (YSGI) sistem 6ncesi ve sonrasi canli kalma (12. glin) (log kob/mL, a-e: farkl
harfler gruplar arasindaki farkliliklari (p<0.05) ifade etmektedir)

Katesin gibi fenoller E.coli, Bordetella bronchiseptica,
Serratia marcescens, Klebsiella pneumonie,
S.choleraesuis, Pseudomonas aerogenosa, S.aureus ve
Bacillus subtilis gibi bakteri tlrlerine karsi hidrojen
peroksit olusturmak, hicre membraninin gegirgenligini
degistirmek, DNA, RNA, proteinler ve polisakkaritlerin
sentezini inhibe etmek ve bakterilerin exponansiyel
biyime asamasini  duzenleyen  kiguk  sinyal
molekillerinin - olusumunu ve bakteriler arasindaki
iletisimi  (quarum  sensing) engellemek suretiyle
antimikrobiyal etki gostermektedir [60-63]. Ayni
zamanda fenolik bilesikler oksidasyonla yapraklardaki
renk degisiminden sorumlu olan yeni bilesiklere
donusmektedir  [64]. Bazi  arastirmacilar  ise,
antimikrobiyal etkinin sodyum glutamat ve riboz gibi intra
selilar maddelerin salinimindan ve hicre duvar ile
hicre membraninin gegirgenligine zarar vermelerinden
kaynaklandigini; ayrica Cu, Mg, Zn ve Fe gibi
minerallerin olusumunun hizlanmasiyla da
antimikrobiyal etkinin arttigini bildirmektedirler [65]. Cay
yapraklarinda bulunan fenolik bilesikler (katesinler ve
metil-ksantin alkaloidler), kafein, teabromin, ve teofilin
antibakteriyel etkiye sahip bilesikler olup, bu etki cay
yapraklarinin oksidasyon-fermentasyon suresinin
uzamasina bagh olarak azalmaktadir. Bu acgidan
degerlendirildiginde yesil cayin, siyah gcaya gore daha
gugclu antibakteriyel etkisi bulunmakta [62, 66-67], ancak
siyah gay yapraklarindaki tanen ve flavonoidler bu etkiyi
bazi durumlarda arttirabilmektedirler [64]. En ylksek
antimikrobiyal etkiyi gdstermesi beklenen fermente-
okside olmamis beyaz c¢ay yapraklarinda, yapraklarin
soldurulmasi  esnasinda  enzimatik  inaktivasyon
gerceklesmediginden polifenoller daha az dizeyde
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okside olmakta ve renk degisimi icin oksidasyon
enzimleri aktif bigimde galismaya devam etmektedir [64,
68-69]. Fermente siyah ¢ayda, c¢ay yapraklarinda
bulunan fenolik bilesiklerin oksidasyonu polifenoloksidaz
enzimiyle biyokimyasal sureg kapsaminda
gergeklesirken, pu-erh gay yapraklarindaki fenoliklerin
oksidasyonunda mikroorganizmalar etkili olmaktadir
[70]. Yapilan c¢aligsmalarda, o6nemli miktarda suda
¢bzinur nitelikte flavonoid igeren pu-erh cgay
ekstraktlarinin hem Gram (+) hem de Gram (-)
mikroorganizmalar Uzerine, ATP, DNA ve RNA gibi
protein yapisindaki intraselllar molekullerin kaybina
sebep olan mikrobiyal hiicre gegirgenligini degistirerek
yiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigi ifade
edilmektedir [63, 71]. Yesil cayda bulunan katesinlerin
ise (Ozellikle de katesin, epigallokatesin ve
epigallokatesin gallat), metisiline ve ciprofloksasin’e
direngli Stafilokoklar, vankomisine direngli Enterokoklar,
ciprofloksasin’e direngli P. aerogenosa, S. aureus, B.
stearothermophilus, Clostridium botulinum gibi Gram (+)
ve Gram (-) bakterilere karsi siyah cayla
karsilastirildiginda daha fazla antibakteriyel etkiye sahip
oldugu [62-63, 67, 72-77] belirlenmis, bir diger
calismada ise, yesil ve pu-erh gay ekstraktlarinin S.
aureus’a karsi orta dizeyde, oolong ve siyah cay
ekstraktlarinin ise duslk dizeyde antimikrobiyal etki
gOsterdigi, E. coli'ye karsi ise gay ekstraktlarinin hi¢ etki
gostermedidi tespit edilmistir [78]. Michalczyk ve
Zawislak [79] tarafindan yapilan bir calismada ise, siyah
cay ekstraktlarinin pu-erh ve yesil cay ekstraktlariyla
karsilastirildiginda barsak kékenli bakterilere daha gugli
inhibe edici etki gosterdigi, S. enteritidis’in ise yesil caya
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kiyasla siyah cayla daha yiksek dizeyde inhibe

edilebildigi bildirilmigtir.

Yapilan calismada, farkli ¢ay vyapraklari kullanilarak
uretilen tim Kombu gaylarinin antimikrobiyal etkisinin
belirlenmesinde disk diflizyon yéntemi ve pozitif kontrol
olarak da Staphylococcus spp., Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, E.coli gibi mikroorganizmalar Gzerinde
etki gosteren genis spektrumlu antibiyotik, kloramfenikol
kullaniimistir. Kloramfenikol, Avrupa Klinik Mikrobiyoloji
ve Enfeksiyon Hastaliklari Birligi (EUROCAST)
tarafindan yayinlanan antimikrobiyal duyarlilik testine
yonelik disk difizyon yontemi kilavuzunda 30 pg’lik
dozlar ile 6nerilen antibiyotikler arasinda yer almakta
olup, Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus
aureus ssp. aureus (ATCC 29213) igin hedef zon ¢api
24 mm olarak bildiriimektedir [80]. Arastirmada
uygulanan pozitif kontrol dozu 20 pL uygulanmis ve
patojenlerin tamami 15-20 mm zon ¢api ile hassasiyet
gOstermistir.  Kombu gaylarina karsi en hassas
mikroorganizmanin E. coli (p<0.05), en direngli
mikroorganizmanin ise Lac. acidophilus (p<0.05) oldugu
(Tablo 2), pu-erh gay yapraklar kullanilarak Gretilen
Kombu cay drneklerinin (p<0.05) ise Lac. acidophilus
diginda diger mikroorganizmalar Uzerine antimikrobiyal

etki gosterdigi tespit edilmistir. Hu ve ark. [63] tarafindan
yapilan bir galismada, Listeria monocytogenes’in ¢ay
yapraklarindan elde edilen ekstraktlara karsi en hassas
mikroorganizma oldugu, sirasiyla S. typhimurium, S.
aureus, E. colinin takip ettigi belirlenmistir. Yapilan bu
calismada ise, L.monocytogenes, S. aureus ve S.
Typhimurium’un, oolong ve pu-erh g¢ay yapraklariyla
uretilen kombu gaylarindan etkilendigi tespit edilmistir.
Greenwalt ve ark. [7, 28] ile Sreeramulu ve ark. [81]
tarafindan yapilan c¢alismalarda, kombu ¢ayinin
antimikrobiyal etkisinin asetik asit igeriginin bir sonucu
oldugu, %0.7 dizeyinde asetik asit iceren Kombu cay
Orneklerinin S. aureus, E. coli, S. cholerasuis serotype
Typhimurium, B. cereus ve Agrobacterium tumefaciens
‘e karg! antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir [28].
Sreeramulu ve ark. [8] ise S. aureus, Shigella sonnei, E.
coli, Aeromonas hydrophila, Yersinia enterocolitica, P.
aeruginosa, Enterobacter cloacae, S. epidermidis,
Campylobacter jejuni, S. enteritidis, S. typhimurium, B.
cereus, Helicobacter pylori ve L. monocytogenes’in
kombu c¢ayina hassasiyet gosterdigini, notr pH ve termal
denatiirasyondan sonra bile E. coli, S. sonnei, S.
typhimurium, S. enteritidis ve C. jejuniye Kkarsi
antimikrobiyal etkisinin devam ettigini ifade etmiglerdir.

Tablo 2. Farkli cay yapraklari kullanilarak tretilen Kombu ¢ay 6rneklerinin antimikrobiyal aktivite zon ¢aplari

(mm)
. . Pozitif Negatif
Mikroorganizmalar I?r?]yrﬁ)z (Yr:r?:l) O(?Acr)nr;g ?rlrilr%? qumﬁ:)h kontrol kontrol
(mm)!  (mm)y
Salmonella enteritidis 14+0.51%2  15+0.49°a - 13+0.218°  14%0.32°%  19%0.52 -
Escherichia coli 14+0.63%2  14+0.36"2 14+0.63*2 15+0.36"2 14+0.20"°*  20+0.89 -
Staphylococcus aureus - - 15+0.52/a - 15+0.50"  20+0.74 -
Enterobacter aerogenes - - 15+0.55"2 - 15+0.26"  19+0.63 -
Listeria monocytogenes - - 14+0.4272 - 14+0.38"°  20+0.52 -
Salmonella typhimurium - - 14£0.78"2 15+0.45%2 15x0.41°2  20+0.74 -
Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus - - - 9+0.12°¢  8+0.20~°  14+0.32 -
Lactobacillus casei - 15£0.2272 - - 14+0.48%°  18+0.47 -
Lactobacillus acidophilus - - - - - 20+0.88 -

! Kloramfenikol, 2 Steril su, -: inhibe edici etki yok; +: <10 mm; ++: 10-15 mm; +++: 15-20 mm, Degerler; ortalama * standart
sapma A,B: Ayni satirdaki farkli harfler gruplar arasindaki farkliliklari (p<0.05), a-c: Ayni sitiindaki farkl harfler gruplar

arasindaki farkliliklar (p<0.05) ifade etmektedir.

Kombu c¢ay O&rneklerinin toplam asitlik degerlerinin
11.77-16.99 g/L arasinda degistigi (Sekil 1) géz dniinde
bulundurulacak olursa, antimikrobiyal etkinin
olusmasinda fenolik bilesiklerle birlikte asetik asidin de
katkisinin oldugu dusunilmekte olup, Mo ve ark. [26],
Greenwalt ve ark. [28], Sreeramulu ve ark. [8, 81], Kim
ve ark. [39], Mani-Lopez ve ark. [82], Ayed ve ark. [83]
ve Battikh ve ark. [84]'nin da ifade ettigi gibi sadece
asitlik veya asetik asit ve glukonik asit gibi organik
asitler degil ayni zamanda isiya duyarli biyoaktif
bilesikler (proteinler, antibiyotikler, enzimler vb.), cay
yapraklarindaki katesinlerin IS nedeniyle
epimerizasyonu sonucu degisen kimyasal bilesikler,
sitoplazmik asidifikasyon, toksik diizeyde ¢6zinmus asit
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anyon Kkonsantrasyonunun artmasi ve asetik asit
disindaki diger metabolitlerin varligi da antimikrobiyal
etkinin olusmasini desteklemektedir.

Duyusal degerlendirme sonuglari incelendiginde (Sekil
4), panelistler beyaz, yesil ve oolong c¢ay yapraklariyla
uretilen Kombu c¢aylarn arasinda tim degerlendirme
kriterleri agisindan farklihk olmadigini (p>0.05), siyah
¢ay yapraklarindan uretilen Kombu gaylarinin daha koyu
renkte oldugunu, pu-erh ¢ay yapraklarindan elde edilen
caylarda ise c¢ay vyapraklarinin Uretim sartlarindaki
farklihga bagl olarak keskin bir kokusunun oldugunu
ancak genel kabul edilebilirlik acisindan drnekler
arasinda farkhlik bulunmadigini ifade etmislerdir.
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Sekil 4. Kombugay orneklerine ait duyusal degerlendirme sonuglari

SONUG

Elde edilen sonuglara goére; ¢ay yapraklarinda bulunan
serbest ve bagl fenolik bilesikler ile fermentasyon
sirasinda olusan metabolitlerin Kombugay florasinda
bulunan mikroorganizmalarin canli kalma oranlarina,
laktik asit bakterileri diginda, olumlu yénde etki ettigi; pu-
erh cay yapraklan ilavesinin canli kalma yuzdelerinde
artisa neden oldugu; Kombugay 6rneklerinden en fazla
etkilenen mikroorganizmanin  E.coli, en direngli
mikroorganizmanin ise Lactobacillus acidophilus oldugu;
farklh ¢ay vyapraklari kullaniminin  duyusal olarak
olumsuzluk yaratmadigi; Uretimde standardizasyon
yaratarak geleneksel ¢ay tuketim aliskanlklarina
alternatif, saghk Uzerindeki etkisi gelistiriimis probiyotik
karakterli kombu cayi Uzerinde kapsamli arastirmalar
gerceklestiriimesi gerektigi sonucuna variimistir.
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