C. DUSGUN, 2020

DOKTORA TEZI

-

NIGDE OMER HALISDEMIR UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

]
N

)
U

(3]

=
U

<

i\\iin” .

RS

T.C.
NiGDE OMER HALISDEMIR UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOTEKNOLOJi ANABIiLiM DALI

FARKLI ENDEMIK BiTKiLER KULLANILARAK KOMBU CAYI URETIMI VE
FERMENTE URUNLERININ BIYOLOJIK AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

CIHAN DUSGUN

Aralik 2020






T.C.
NiGDE OMER HALISDEMIR UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
BIYOTEKNOLOJI ANABILIM DALI

FARKLI ENDEMIK BITKILER KULLANILARAK KOMBU CAYI URETIMI VE
FERMENTE URUNLERININ BIYOLOJIK AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

CIHAN DUSGUN

Doktora Tezi

Danisman

Prof. Dr. Teoman KANKILIC

Aralik 2020



Cihan DUSGUN tarafindan Prof. Dr. Teoman KANKILIC danismanliginda hazirlanan
“Farkh Endemik Bitkiler Kullanlarak Kombu Cayr Uretimi ve Fermente
Uriinlerinin Biyolojik Aktivitelerinin Belirlenmesi” adl1 bu ¢alisma jiirimiz tarafindan
Nigde Omer Halisdemir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoteknoloji Ana Bilim

Dali’nda Doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Bagkan : Prof. Dr. Hiiseyin POLAT

Aksaray Universitesi

Uye : Prof. Dr. Teoman KANKILIC

Nigde Omer Halisdemir Universitesi

Uye : Prof. Dr. Ayten OZTURK

Nigde Omer Halisdemir Universitesi

Uye : Dog. Dr. Fadime KIRAN

Ankara Universitesi

Uye : Dr. Ogr. Uyesi Dilara Fatma BALI

Nigde Omer Halisdemir Universitesi

ONAY:

Bu tez, Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulunca belirlenmis olan yukaridaki jiiri
tiyeleri tarafindan ..../..../20.... tarihinde uygun goriilmiis ve Enstitli Yonetim Kurulu’nun

v 20 tarth Ve Lo, say1l1 karariyla kabul edilmistir.

...... /....120...

Prof. Dr. Murat BARUT
MUDUR



TEZ BILDIiRIMi
Tez i¢indeki biitlin bilgilerin bilimsel ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde edilerek

sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada bana ait

olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Cihan DUSGUN



OZET

FARKLI ENDEMIK BITKiLER KULLANILARAK KOMBU CAYI URETIMI VE
FERMENTE URUNLERININ BIYOLOJIK AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

DUSGUN, Cihan
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji Anabilim Dal1

Danigsman : Prof. Dr. Teoman KANKILIC
Ikinci Danisman : Dog. Dr. Fadime KIRAN

Aralik 2020, 137 sayfa

Kombu ¢ay1 yiizyillardir halk tarafindan kullanilan, hafif eksimsi-tathi lezzete sahip
fermente bir igecektir. Cesitli bakteri ve mayalarin simbiyotik birlikteliginin olusturdugu
kombucha kiiltiiriiniin sekerli siyah veya yesil ¢ay1 fermente etmesi ile elde edilmektedir.
Bu tez ¢alismasinda geleneksel olarak kullanilan siyah ve yesil ¢caym (Camellia sinensis)
yani sira endemik olan Sideritis bilgerana ve Galium nigdeense bitki 6rnekleri ile
endemik olmayan Plantago lanceolata bitki 6rnekleri kullanilarak hazirlanan kombu
caylarinin anti-oksidan, anti-mikrobiyal ve anti-kanserojen ozelliklerini arastirilmistir.
Hazirlanan kombu c¢aylarindan fermantasyonun 1., 7. ve 14. giinli alinan 6rneklerin
liyofilizatlar1 hazirlanmistir. Anti-oksidan 6zelliklerini arastirmak i¢in DPPH, CUPRAC
ve indirgeme giicii 6l¢timii metotlar1 kullanilmistir. Anti-mikrobiyal aktivite bazi patojen
suslar {lizerinde test edilmistir. Anti-kanserojen etkilerini belirlemek igin insan kolorektal
adenokarsinoma hiicre hatlar1 tizerinde XTT testi uygulanmistir. Kombucha kiiltiirii ile
yapilan fermantasyon sonucunda biitiin orneklerde anti-oksidan ve anti-mikrobiyal
aktivitelerde artis oldugu gozlenmistir. Kombu ¢ay1 ornekleri insan kolorektal

adenokarsinoma hiicre hatlarinda sitotoksik etki gostermemistir.

Anahtar Sozciikler: Kombucha, fermente icecek, endemik bitkiler, anti-oksidan, anti-mikrobiyal, anti-
kanserojen
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SUMMARY

PRODUCTION OF KOMBU TEA BY USING DIFFERENT ENDEMIC PLANTS
AND DETERMINATION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITIES OF IT’S
FERMENTED PRODUCTS

DUSGUN, Cihan
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biotechnology

Supervisor : Prof. Dr. Teoman KANKILIC
Co-Advisor : Associate Prof. Dr. Fadime KIRAN

December 2020, 137 pages

Kombucha is a fermented beverage that has been used by the public for centuries and has
a mild sour-sweet flavor. It is obtained by fermenting sugary black or green tea with the
kombucha culture, which is formed by the symbiotic association of various bacteria and
yeasts. In this thesis study, the anti-oxidant, anti-microbial and anti-carcinogenic
properties of the traditionally used black and green tea (Camellia sinensis), as well as the
endemic Sideritis bilgerana and Galium nigdeense plant samples and the non-endemic
Plantago lanceolata plant samples were investigated. The lyophilisates of the samples
taken on the 1st, 7th and 14th days of the fermentation were prepared from the kombu
teas. DPPH, CUPRAC and reducing power measurement methods were used to
investigate the anti-oxidant properties. Anti-microbial activity has been tested on some
pathogenic strains. XTT test was performed on human colorectal adenocarcinoma cell
lines to determine their anti-carcinogenic effects. As a result of fermentation with
Kombucha culture, an increase in anti-oxidant and anti-microbial activities was observed
in all samples. Kombucha samples did not show cytotoxic effects in human colorectal

adenocarcinoma cell lines.

Keywords: Kombucha, fermented beverage, endemic herbs, anti-oxidant, anti-microbial, anti-carcinogen
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BOLUM I

GIRIS

Tiim canli formlari, var olmak i¢in besine ihtiya¢ duyar. Diinyamizin kiitlesinin ~% 70'ini
olusturan su, yeryiiziindeki yasamin devami i¢in vazgec¢ilmezdir. Dolayisiyla ortalama bir
yetigkinin viicut kiitlesinin ~% 60'm1 olusturan su, diinyanin en ¢ok tiiketilen icecegidir.
Medeniyetin ilerlemesiyle, insan sayisiz farkl: tiirde igecek formiile etti. Toplumumuzda
iceceklerin 6nemi o kadar genistir ki, icilecek en az bir madde olmadan higbir toplanti
hayal edilemez. Bununla birlikte, diinya capindaki muazzam icecek cesitliligi, ¢ogu

zaman uygun bilimsel literatiirle desteklenmemektedir.

Standart bir sozliik, fermantasyonu su sekilde tanimlar: “bakteriler, mantarlar ve diger
mikroorganizmalar araciligryla kimyasal degisim yoluyla bir seyleri degistirmek”. Dogal
fermantasyon insanlik tarihinden énce gelir. Insanlarin fermantasyondan yararlanmasinin
ortaya ¢ikisi, antik c¢agin sisinde kaybolmustur. Arkeolojik bulgular, etanol
fermantasyonunun ortaya ¢ikisinin ilkel insanlarin yerlesik hayata gecisine ve tarima
baglamaya tesvik ettigine isaret etmektedir. Meyve, piring ve baldan yapilan bir alkollii
icecegin en eski referansi, Neolitik Cin koyii Jiahu'da MO 7000-6600'e, sarap yapimi ise
Kafkasya bolgesinde Giircistan'da yaklastk MO 6000'e kadar uzanmaktadir (McGovern,
2003; McGovern vd., 2004). Fermantasyon, 1liman ve kutup iklimindeki atalarimizin sert
kislarda hayatta kalmasina yardimci olmustur. Benzer sekilde, siire¢ tarih Oncesi
insanlarin tropiklerin kuraklik donemlerine gégiis germelerine yardimer olmustur (Swain
vd., 2014). Fermantasyon ayni zamanda evlerde, kiiciik dlgekli gida endiistrilerinde ve
biiylik isletmelerde diinya ¢apinda en eski ve yaygin olarak kullanilan gida koruma
yontemlerinden biridir. Mikrobiyal fermantasyonlar, insan uygarliginin bir¢ok yoniinde
biiyilk bir rol oynamistir ve sonu¢ olarak her insan toplumu, biiylimesinin ve
karmagikliginin her diizeyinde, ¢esitli fermente i¢ecek ve yiyeceklerin hazirlanmasinda
yerel seker kaynaklarini kullanmanin yollarini kesfetmistir. Ayrica, korumaya ek olarak
fermantasyonun da genellikle hos tat, aroma, koku, gelismis besleyici degerler ve ortam

kosullarinda iyi muhafaza kalitesi ile sonuglandigi bilinmektedir. (Law vd., 2011).

Kombucha; diinya ¢apinda tiiketilen, kismen tatli, hafif asidik olan fermente alkolsiiz bir

icecektir ve saglikli yasam bilincine sahip insanlar arasinda 6nemli bir popiilerlik



kazanmaktadir (Chakravorty vd., 2016). Kombucha hem siyah hem de yesil ¢ay
kullanilarak hazirlanabilir. Ancak siyah g¢aydan hazirlanan kombucha en popiiler
uygulamadir ve kombucha i¢in en ¢ok tercih edilen bilesen olarak kabul edilir. Benzer
sekilde, beyaz seker veya siikroz tercih edilen karbon kaynagidir (Jayabalan vd., 2014).
Fermantasyon, hem maya hem de bakteri konsorsiyumu tarafindan mikrobiyal aktivitenin
tirtiniidiir. Sistemde bulunan maya, 6nce mevcut karbon kaynagini etanole doniistiiriir ve

daha sonra bakteriler tarafindan asitlere dontistiiriilmektedir.

Gilinlimiizde yasanan teknolojik gelismeler insanoglunun hayatin1 olumlu yodnde
kolaylastirirken bazi olumsuzluklari da beraberinde getirmistir. Tibbi gelismelerin
sonucu olarak pek ¢ok ilag gelistirilmis olsa da her gecen giin farkli yeni hastaliklar ortaya
ctkmaktadir. Bu durumun sonucu olarak toplum yasami olumsuz etkilenmektedir
(Apaolaza vd., 2018). Ayrica modern toplumun is ve sosyal yasamda daha aktif hale
gelmesi, beslenme aligkanliklarinda tiretimden ziyade tiiketimin tercih edilmesine yol
acmistir. Buna baglh olarak da islenmis gidalarin, fast-food iiriinlerinin ve sagliksiz
yiyeceklerin ¢ok fazla tiiketilmesinden kaynaklanan sagliksiz yasam, son zamanlarda
yerini, dogal gidalar, organik iiriinler ve saglikli tiketim maddelerinin kullaniminin tercih
edildigi bir doneme birakmistir. Kombu cay1 antik ¢aglardan beri kullanilan dogal
fermente bir icecektir (Martinez Leal vd., 2018). Ulkemizde kombu cay1 fazla
bilinmemektedir. Ayrica bu konu ile ilgili bilimsel ¢alismalarin pek fazla yapilmadig:
goriilmektedir. Kombu cayinin antik c¢aglarda ila¢ olarak tiiketildigi bilinmektedir
(Dufresne ve Farnworth, 2000). Kombu ¢ay1 genellikle siyah ¢ay ve yesil cay ile
tiretilmektedir. Bunun yani sira farkli substratlar kullanilarakta iiretilen kombu ¢aylari
literatiirde bulunmaktadir. Bunlara birkag 6rnek olarak arpa ve piring (Ahmed vd., 2020),
geyikotu (Satureja montana L.) (Cetojevi¢-Simin vd., 2008; Cetojevié-Simin vd., 2012),
adagay1 (Salvia fruticosa Mill.), nane (Mentha piperita L.) ve ithlamur (Tilia cordata)
(Coskun ve Kayisoglu, 2020), robusta kahve (Fibrianto vd., 2020), kirmizi (rooibos) ¢ay
(Gaggia vd., 2019), kirmiz1 ve beyaz ¢ay (Jakubczyk vd., 2020), Afrika hardali (Brassica
tournefortii) (Rahmani vd., 2019), peynir alt1 suyu (Tu vd., 2019), siyah havug (Ulusoy
ve Tamer, 2019), geyikotu (Satureja montana), nane (Mentha x piperita), 1sirgan otu
(Urtica dioica), yabani kekik (Thymus serpyllum), miirver (Sambucus nigra) ve ayva
(Cydonia oblonga) (Vitas vd., 2019), Kopek tiziimii (Solanum nigrum) verilebilir.



Bu o6zellikleri agisindan bakildiginda hem tiiketim, hem de sagliga olumlu etkileri
acisindan Kombu ¢ay1 arastirmalart dnem kazanmaktadir. Bu tez calismasinda ise
geleneksel olarak tiretilen siyah ¢ay ve yesil ¢ay (C. sinensis) ile Nigde ilinde bulunan S.
bilgerana (endemik), G. nigdeense (endemik) ve P. lanceolata (endemik degil) bitki
ornekleri kullanilarak farkli kombu ¢aylari elde edilmis ve fermantasyon iiriinlerinin anti-

mikrobiyal, anti-oksidan ve anti-kanserojenik o6zellikleri test edilmistir.



BOLUM 11

GENEL BIiLGIiLER VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Kombu Caymin Tarihi

Kombu ¢aymin kaynagi zaman iginde kaybolmustur. Kombuchanin MO 220'de Tsin
Hanedanligi (Ling Chi) sirasinda kuzeydogu Cin'de (Mangurya) ortaya ¢iktigina,
detoksifiye edici ve enerji verici Ozellikleriyle 6nemli bir popiilariteye sahip olmus
olduguna inanilmaktadir. Kombu adl1 bir hekimin, Imparator Inkyo’nun sindirim sistemi
rahatsizliklarini tedavi etmek igin ¢ay mantarint MS 414 yilinda Kore’den Japonya’ya
getirmis oldugu sdylenmektedir. Bu cay daha sonra Japonya’da kombucha yani Dr.
Kombu’nun ¢ay1 olarak popiilerlik kazanmistir. O donemde kombu ¢ayinin halk arasinda
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Hatta japon savascilarin enerji verici ve
giiclendirici olarak savas meydanlarina bile gétiirmiislerdir. Diinyanin, dogu tilkeleri ile
ticaret yollarin1 gelistirmeye baslanmasiyla, Mo-Gu ticari adin1 alan kombucha, hizla Rus
ticaret sinifi arasina girmistir. Kombu ¢ay1r 1800’lerde Rusya’da popiiler olmustur ve
birgok kirsal toplulukta etkili bir ilag olarak kabul edilmistir. Bu nedenle, muhtemelen
Rusya modern kombu cayimnin besigidir. Rusya’da Kombucha kiiltiirline ¢ay mantari,
icecege ise Grib (mantar), "cay kvast" veya agikca "kvas" denmistir. Cin, Kore ve Japonya
disinda Rusya’nin Kargasok bolgesinde kombucha kiiltiirii ile ¢ay tiiketimi ¢ok
yayginlagmistir. Kombu ¢ay1 daha sonra 19. yiizyilin sonlarinda Japonya’da yeniden
ortaya ¢ikmistir ve "Cay Mantar1" veya "Cay Kvas1" olarak adlandirilmistir. Diger verilen
isimler su sekildedir; Dogu Cay1, Fungus Japonicus, Olinca, Pichia Fermentans, Cembuya
Orientalist, Combucu, Tschambucco, Volga Spring, Mo-Gu, Champignon de longue vie,
Teekwas, Kwassan ve Kargasok cay1l. Kombu cay1 20. yiizyilin baglarinda dogu avrupa
tilkeleri arasinda ve son olarak da Almanya'da popiilerlik kazanmistir. Almanya'da ortaya
¢ikan kombu c¢ay1 bir metafor olmustur, Heldenpilz ve Kombuchaschwamm olarak
adlandirilmigtir. Bununla birlikte, kombucha kiiltiirii Avrupa'da ¢ay yapragi ve seker
kitliginin yasandigi 1. Diinya Savasi'nda kaybolmustur. Kombu ¢ay1 savasin ardindan
1950'lerde Fransa'ya ulagmistir ve Kuzey Afrika'nin Fransiz kolonilerinde popiilerlik
kazanmistir. Kombu ¢ay1 savas sonrasi bir baska metafor Funkochinese olarak italya'ya
ulastiginda, gizemli dogu kokenli saglikli bir icecek olarak oldukg¢a hizli bir sekilde
popliler hale gelmistir. Kombu ¢ay1 toksik oldugu sdylentisinin yayildigi 1950’lere kadar
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diinyanin her yerinde yiiksek talep goren dogal saglikli bir {iriin haline gelmistir. Bunun
bir sonucu olarak, Isvigreli bilim insanlar1 tarafindan arastirma baslatilmistir, yapilan
arastirmalar sonucunda kombucha i¢gmenin yogurt yemeye benzer sekilde faydali oldugu
1960’larda bildirilmistir (Jayabalan vd., 2014). 1986’da Rusya’da meydana gelen
Cernobil felaketinden sonra, diizenli olarak yapilan hasar tespit ¢aligmalarinda, kombu

cay!1 tiikketen insanlarin niikleer radyasyon etkilerine karsi direngli olduklart goriilmiistiir.

Kombucha hakkinda daha az bilgi olmasinin tarihsel nedenlerinden birisi de i¢ecek ve
cay mantari ile ilgili etnik dini inan¢ ve tabular olmustur. Bu durum 6zellikle kombu
cayini ortaya ¢iktigi Asya lilkelerinde goriilmiistiir. Kombu c¢ay1 genellikle ibadet yapilan
tapinaklarda hazirlanmistir. Moravya manastirlarinin fermente edilmis igecek Olinca’y1
cok siki korunan bir sir olarak sakladigina dair giiclii kanitlar tespit edilmistir. Bu

uygulama, zamanla kombu ¢ayinin ilahi bir uygulama haline gelmesine yol agmustir.

Kombu c¢ay1 son yillarda popiilaritesini yeniden kazanmistir ve su anda ticari {iretimi
yapilarak diinyanin her yerinde bulunan perakende magazalarinda satis1 yapilmaktadir.
Ayrica kombu cay1 tiikketenlerin kombucha kiiltiirtinii ticari olarak temin etmeleri ile evde

de hazirlayarak tiikettikleri bilinmektedir.

2.2 Kombu Caymin Biyolojik Bilesimi

Kombucha kiiltiirii biiyiik bir zar gibi olusmaktadir ve literatiirdeki adi SCOBY olarak
bilinmektedir. SCOBY ingilizce adi olan Symbiotic Colony of Bacteria and Yeast
(simbiyotik bakteri ve maya kolonisi) bas harflerinden olusmaktadir. SCOBY c¢esitli
maya ve bakteri tiirlerini iceren zoogleal bir mattir. Kombucha kiiltiirtindeki bakteri ve
mantar arasinda olusan simbiyotik iligki, kontaminant bakterilerin biiyiimesini etkili bir
sekilde engellemektedir (Liu vd., 1996). Kombucha kiiltiirii igerisindeki baskin bakteri
cinsleri  Asetobakter ve Glukonasetobakterlerdir. SCOBY kiiltiirii  yapisindaki
mikroorganizmalarin analizleri sonucunda baskin asit bakterisinin Acetobacter xylinum
oldugu belirlendi (Marsh vd., 2014). Diger asit bakterileri arasinda Acetobacter
xylinoides, Bacterium gluconicum, Acetobacter pasteurianus ve Acetobacter aceti
bulunmaktadir (Liu vd., 1996). Bu bakteriler asetik asit iiretirler ve sirke aromasi verirler.
Son aragtirmalar ile Gluconacetobacter sp. A4 (Wang vd., 2010), Gluconobacter oxydans

(Kurtzman vd., 2001), Acetobacter nitrogenifigens, Gluconacetobacter kombuchae



(Dutta ve Gachhui, 2006) ve Komagataeibacter (Chakravorty vd., 2016) gibi yeni bakteri

suslar tanimlanmastir.

Sekil 2.1. Kombucha kiiltiiriiniin genel goriintiisii

Kombucha mikrobiyotasi, ¢esitli kiiltiirlerin sekans temelli analizinde biiyilik bir mantar
cesitliligi gostermistir (Marsh vd., 2014). Kombucha kiiltiirii igeresindeki yaygin maya
tirleri Zygosaccharomyeces bailii, Saccharomyces ludwigii, Schizosaccharomyces pombe,
Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera apiculata, Brettanomyces bruxellensis,
Brettanomyces lambicus, Brettanomyces custersii, Candida stellata, Pichia fermentans,
Torulaspora delbrueckii, Saccharomyces bisporus (Balentine vd., 1997; Liu vd., 1996;
Markov vd., 2001; Ramadani ve Abulreesh, 2010) ve Brettanomyces claussenii’dir
(Jayabalan vd., 2008a).

2.3 Kombu Caymin Metabolitleri

Kombucha igecegindeki 6nemli miktardaki fonksiyonel molekiiller, icecegi ¢cok yonlii
biyokimyaya sahip bir fiiriin haline getirmektedir. Bu tiir molekiillerin insan
metabolizmasin1 hizlandirma kapasitesine sahip oldugu kanitlanmigtir. Kombu ¢ay1
metabolitlerinin ¢ogunun substrat maddeden geldigi bilinmektedir. Kombucha bir dizi
polifenoller, flavonoller (theaflavinler ve thearubiginler), katesinler, kafein, katesin
galatlar, adenin, teobromin, teofilin, gallik asitler, tanenler ve gallotannin igerir ve bu da

onu potansiyel olarak yiiksek antioksidan &zellige sahip karmasik bir sistem haline



getirmektedir. Bir molekiiliin antioksidan aktivitesi, serbest radikal temizleme 6zelliginin
Olciisiidiir. Ayrica izomerik yapiya, flavonoid halkalara bagli gruplara ve bunlarin
polimerizasyon derecesine de baglhidir (Loganayaki vd., 2013). Bu metabolitlerin
birgogunun yapis1 doniistiriilir ve kombucha ¢ayinin asit-alkolik fermantasyonu
sirasinda yeni yapilar olusur. Fermente demlemede olusan yeni fonksiyonel bilesikler
arasinda asetik asit, laktik asit, glukonik asit ve glukuronik asit karakteristik olanlardir.
SCOBY'de mayalar tarafindan salgilanan invertaz enzimleri, seker substratini
monomerlerine, yani glikoz ve fruktoza hidrolize eder ve ayrica bunlar1 glikoliz yoluyla
etanole donistiirtir. Jayabalan vd. (2014) yaptig1 ¢alismada; sitrik asit, tartarik asit,
malonik asit, oksalik asit, siiksinik asit, piriivik asit, B kompleks vitaminleri, temel
mineraller, askorbik asit, amino asitler, biyojenik aminler, piirinler, antibiyotikler gibi
diger iirlinlerin de olusturuldugu bildirmistir. Biyolojik molekiillerin olusumlarinin kesin
mekanizmasi heniiz tanimlanmamustir. Karakteristik olmayan metabolitlerin yan1 sira bu
Ozelliklerin degisken olusu ve oranlari, cogunlukla SCOBY'deki mikrobiyal dagilim,
substrat olarak kullanilan maddelerin bilesimi, seker konsantrasyonu ve fermantasyon
oranindaki farklilik oldugu diisiiniilmiistiir. Kombucha ¢ayinda bulunan metabolitlerin
birgok saglhigi gelistirici aktivitesi tanimlanmistir. Kombucha tiiketicilerinin fizyolojik
yolaklarindaki tim kombu ¢ay1 metabolitlerinin tam metabolizmasi heniiz ayrintili olarak
calisilmamistir. Bununla birlikte, kombucha igeceginin biyoaktif potansiyeli ile ilgili bir
dizi genel beslenme oOzellikleri ve faydalar1 incelenmistir. Kombucha c¢ayinin

metabolitlerinin etkileri Cizelge 2.1°de listelenmistir.



Cizelge 2.1. Kombucha kiiltliriiniin metabolitleri ve faydalari

Metabolitler

Biyolojik Etkileri

Kaynak

Cesitli enzimler

Giiglii bir antioksidan olan glutatyon gibi enzimler
iiretir. Normal metabolik fonksiyon i¢in gerekli

(Tietze, 1996)

Asetik asit Detoksifikator: antiseptik ve zararli bakterileri | (Blanc, 1996; Liu vd., 1996)
baskilayici

Karbonik asit CO; salmm ve kan pH seviyelerinin | (Tietze, 1996)
diizenlenmesi

Folik asit Kalp hastaligi i¢in bir risk faktéri olan | (Chandrakala vd., 2019)
homosisteini azaltir.
Yaslanma, kanser, bagisiklik, hafiza kaybi ve
osteoporoz igin etkilidir.

Glukonik asit Kandidiyazis gibi bir¢ok maya enfeksiyonuna | (Blanc, 1996; Liu vd., 1996)

kars1 etkilidir.

Glukuronik asit

Viicudun gii¢lii bir detoksifikatorii, cilt dokusunun
yaglanmasini onler.

(Blanc, 1996; Liu vd., 1996)

Glukarik asit Kanserin 6nlenmesinde rol oynar. (Blanc, 1996; Liu vd., 1996)
Laktik asit Detoksifikator, kan dolagimina yardimeci olur, | (Blanc, 1996; Liu vd., 1996)
bagirsak ciirlimesini ve kabizlig1 6nler, Viicuttaki
asit ve alkalinin dengelenmesine, kanserin
onlenmesine yardimeir olur; normal sindirim
stireclerine yardimci olur.
Sitrik asit Bir askorbik asit tiirevi. (Jayabalan vd., 2014)
Oksalik asit Hiicreler arasi enerji iiretimine katki saglar. (Jayabalan vd., 2014)
Butirik asit Hiicresel zarlar korur (Thornton vd., 1996)
Malik asit Viicudun detoksifikasyonunda karacigere (Srihari ve Satyanarayana,
yardimci olur. 2012)
Usnik asit Virtisleri inhibe eder. antiviral, antiprotozoal, | (Blanc, 1996)

antimitotik, antiinflamatuar ve analjezik aktivite
gostrerir.

d-sakkarik asit

Antioksidan, oksidatif stresi azaltir.

(Wang vd., 2010)

Amino asitler (¢esitli)

Yaslanma Onleyici 6zellikler igerir.

(Chandrakala vd., 2019)

Vitamin B1 (Tiamin)

Artritik  durumlarin  Onlenmesi, ateroskleroz,
kanser, serbest radikal hasari, cilt yaglanmasi, felg,
beyin hiicresi yaslanmasi ve bagisiklik sistemi
uyaricist olarak rol oynar.

(Bauer-Petrovska ve
Petrushevska-Tozi, 2000)

B2 Vitamini Alerjilerin ve artritik durumlar 6nlenmesinde rol | (Bauer-Petrovska ve

(Riboflavin alir. Petrushevska-Tozi, 2000)

B3 Vitamini (Niasin, | Artritik durumlari, sa¢ dokiilmesini ve serbest | (Chandrakala vd., 2019)

niasinamid) radikal hasarini &nler

B6 Vitamini Ateroskleroz, serbest radikal hasari, obezite, | (Bauer-Petrovska ve

(Piridoksin) romatizma ve felcin 6nlenmesinde rol alir. Petrushevska-Tozi, 2000)

B12 Vitamini Hafiza ve 6grenme islevlerinde yardim eder. (Bauer-Petrovska ve

(Kobalamin, Petrushevska-Tozi, 2000)

siyanokobalamin)

C vitamini Sagliga faydali pek ¢ok bilinen 6zelligi vardir. (Bauer-Petrovska ve
Petrushevska-Tozi, 2000)

Epikatesin (EK), Giglii antioksidan aktivite gosterir ve serbest | (Jayabalan vd., 2007; Lobo

Epigallokatesin radikallerin neden oldugu oksidatif stresle | vd., 2017)

(EGK), miicadele eder.

Epigallokatesin

gallate (EGKG),

Gallokatesin (GK) ve

Gallokatesin gallate

(GKG) gibi kateginler

Beta-glukan (hiicre
zar1 bileseni)

Gilglii bir serbest radikal temizleyici, insiilin
uyaricist ve bagisiklik sistemi tepkisini tesvik eder.

(Thornton vd., 1996)




2.4 Kombu Caymmin Faydah Yonleri

Kombucha kullanimin insan saglhigi iizerine ¢ok fazla olumlu etkileri oldugu
bilinmektedir. Kombuchanin sagladigi faydal etkiler baslica antioksidan, antidiyabetik,

hepatoprotektif, antimikrobiyal, antienflamatuvar ve antikanser 0zellik olarak

siralanabilir.

Antimikrobiyal Antioksidan

Karacigeri
toksinlerden
korur

Diyabeti
kontrol
eder

Immiin
sistemi
giiclendirir

Kanserin
onlenmesine
yardimel
olur

Kardiyoprotektif

Kombucha

Beyni serebral Antienflamatuvar

iskemiden
korur

Uzun
omrii
destekler

Kolesterol
seviyesini
diisiiriir

Bobrekleri
toksin
maddelerden
korur

Radyoprotektif

Antigenotoksik

Sekil 2.2. Kombuchanin faydali etkilerinin sematik gosterimi (Chakravorty vd., 2019)

2.4.1 Antioksidan ozelligi

Oksidatif stres, ¢esitli patolojik durumlarin patofizyolojisine dnemli bir katkida bulunur
(de Aratijo vd., 2016). Antioksidatif 6zelliklere sahip molekiiller, oksidatif stres ile iligkili
hastaliklar i¢in terapotik ajanlar olarak bilinmektedir. Son zamanlarda, sentetik
antioksidanlarin, geleneksel gidalar ve antioksidan molekiiller iceren dogal kaynaklardan
tiiretilen ilaglar gibi dogal alternatiflerle degistirilmesine ¢ok dikkat edilmistir (Kumari

vd.,, 2011). Kombuchanin antioksidan 0&zelligi birgok arastirmaci tarafindan



arastirillmistir. Jayabalan vd. (2008b) yaptiklari ¢alismada yesil ¢ay, siyah ¢ay ve ¢ay atik
maddelerinden hazirlanan kombuchanin gii¢lii serbest radikal temizleme aktivitesine
sahip oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada kombucha o6rneklerinin; DPPH radikali,
stiperoksit radikali ve hidroksil radikali lizerindeki siipiiriicii aktivitesi gosterilmistir.
Gramza-Michatowska vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada beyaz, yesil, sar1 ve siyah ¢caydan
hazirlanan Kombucha igeceginin anti-radikal kapasitesini incelemistir. En yiiksek toplam
fenolik icerik ve DPPH radikal siipiirme kabiliyeti sar1 c¢ay ile hazirlanan kombucha
orneklerinde tespit edilmistir. MalbaSa vd. (2011) asetik bakteri kiiltiirii ve
Zygosaccharomyces sp., asetik bakteri kiiltiiri ve Saccharomyces cerevisiae ve
geleneksel kombucha kiiltiiriinden olusan ti¢ farkli baglangig kiiltiirii ile yesil ¢ay ve siyah
cay1 kullanarak hazirladiklart kombucha ¢ayinin hidroksil ve DPPH radikallerine karsi
antioksidan aktiviteleri tizerindeki etkisini arastirmiglardir. En yiiksek antioksidan
aktivite asetik ait ve Zygosaccharomyces sp. kombinasyonu ile hazirlanan kombucha
cayinda gozlenmistir. Ayrica geleneksel kombucha kiiltiirii kullanilarak hazirlanan yesil
cay kombucha Orneginde ise maksimum biyoaktivite saglanmistir. Chakravorty vd.
(2016) yaptiklar1 ¢alismada bir radikal olan nitrik oksit temizleme aktivitesini ortaya
koymuslardir. Kombucha ayrica kursun ve kromat kaynakli oksidatif strese kars1 gii¢lii
antioksidan aktivite gdstermistir. Orneklerin ¢cogunda, kombucha ¢aymmn antioksidan
aktivitesinin fermente edilmemis ¢aydan daha yiiksek oldugu bulunmustur. Baz1 diisiik
molekiil agirlikli bilesenlerin iiretildigi ve c¢ay polifenollerinin fermantasyon sirasinda
Kombucha konsorsiyumunun enzimleri tarafindan yapisal olarak modifiye edildigi
varsayllmistir. Kombucha iceceginin biyolojik aktivitesinin fermantasyon siiresi ile
arttig1 bulunmustur. Bu nedenle, biyolojik aktivitenin kapsami, esas olarak kombucha
hazirlamak i¢in kullanilan sbstratin tiiriine, kombucha kiiltiiriiniin mikrobiyal bilesimine
ve metabolitlerin yapisini belirleyen fermantasyon siiresine baglidir. Bununla birlikte,
uzun siireli fermantasyon, dogrudan tiiketildiginde zararli olabilecek organik asitlerin
birikmesine neden olmaktadir. Bu o6zelliklerinden dolayi, kombucha kiiltiirii ile
hazirlanan fermente igecek, uygun sekilde hazirlanmasi ve korunmasi kosuluyla, bir¢ok

patofizyolojik kosul i¢in bir antioksidan kaynagi olarak kullanilabilmektedir.

2.4.2 Antidiyabetik o6zelligi

Diabetes mellitus, 2019 yili itibariyle diinya ¢apinda 463 milyon insani etkileyen ve

2030’a kadar 578 milyon insani etkileyecegi 6ngoriilen en yaygin endokrin hastaliktir
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(Saeedi vd., 2019). Insiilinin sekresyonunda, etkisinde veya her ikisindeki sorunlardan
kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize bir hastaliktir. Oksidatif stres, diyabette 6nemli
bir rol oynar, diyabetik komplikasyonlarin ilerlemesine ve farkli organ hasarina yol agar
(Asmat vd., 2016). Diyabetik oksidatif strese karsi koruma olarak bir¢ok antioksidan veya
antioksidan igeren gida arastirilmis ve bazi antioksidanlarin diabetes mellitusta oksidatif
stresi azaltmak konusunda 6nemli rol oynadig: bildirilmistir (Ghosh vd., 2016; Pal vd.,
2015). Gelencksel fermente bir i¢ecek olan ve bir¢cok antioksidan molekiilii igeren
kombuchanin antidiyabetik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Shenoy, 2000).
Kombuchanin oral uygulamasi, hem alloksan hem de streptozotosin (STZ) ile indiiklenen
diyabetik si¢anlarda kan sekeri seviyesini diisiirmistiir (Aloulou vd., 2012; Bhattacharya
vd., 2013; Srihari vd., 2013b). Ayrica diyabetik siganlarda kilo kaybini da engelledigini
goriilmiistiir (Morshedi vd., 2006). Srihari ve Satyanarayana (2012) yaptiklari ¢alismada
deney hayvanlarinin kombucha ile beslenmesinin glikolize hemoglobini (HbA1c) dnemli
miktarda azalttigini, streptozotosin uygulamasi ile azalan doku glikojen, hemoglobin ve
plasma insiilin seviyesini arttirdigini, glikoz-6-fosfataz, fruktoz-1,6-bifosfataz gibi
glukoneojenik enzimlerin ve heksokinaz gibi glikolitik enzimlerin degisen aktivitelerini
onemli 6l¢iide tersine ¢evirdigini ortaya koymusladir. Bhattacharya vd. (2013) yaptiklari
calismada diyabetik hayvanlarda kombuchanin lipid peroksidasyonun son iiriinleri,
protein Karbonil icerigi, glutatyon igerigi gibi alloksan ile indiiklenen oksidatif stresle
ilgili parametleri ve pankreastan salgilanan antioksidan enzimleri, bobrek, kalp ve
karaciger dokularimi etkili bir sekilde onardigini bildirmislerdir. Ayrica kombuchanin
alloksan enjekte edilmis diyabetik siganlarin pankreas dokusundaki DNA par¢alanmasini
iyilestirebilecegini ve kaspaz-3 aktivasyonunu inhibe edebilecegini gdsterdiler.
Kombuchanin antiglikasyon aktivitesinin de fermantasyon siiresi ile arttig1 bulunmustur.
Bu durumun fermantasyon sirasinda bakteriler veya mayalar tarafindan diretilen
antioksidan 6zellik gosteren metabolitlerin iiretiminden dolayr kaynaklandig:
diistiniilmektedir (Chakravorty vd., 2016). Hosseini vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada yesil
ve siyah ¢aylardan hazirlanan kombuchanin diyabetik sicanlarin kan sekeri ve lipid profili
diizeylerine etkisinin karsilastirmali ¢alismasin1  gergeklestirmis ve yesil caydan
hazirlanan kombuchanin siyah g¢aydan hazirlanan kombuchadan daha iyi oldugunu
gostermislerdir. Tiim bu ¢alismalar, kombuchanin diyabet ve ikincil komplikasyonlarinin
tedavisi ve Onlenmesi icin potansiyel bir fonksiyonel gida olarak diisiiniilebilecegini

gostermektedir.
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2.4.3 Hepatoprotektif 6zelligi

Karaciger, tim omurgalilar i¢in detoksifikasyonda biiyiik rol oynayan onemli bir
organdir. Karacigerin en bol bulunan hiicreleri olan hepatositler, eksojen kimyasallar ve
toksin metabolizmasinda 6nemli rol oynar ve bundan dolay1 karaciger toksik maddeler
icin bir hedef haline gelir (Ghosh vd., 2016; Pal vd., 2015). Hepatoproteksiyon, toksik
maddelerle karacigerde olusan hasar1 onleyebilme yetenegi olarak tanimlanmaktadir
(Adewusi ve Afolayan, 2010). Kombuchanin karbon tetrakloriir (Murugesan vd., 2009),
kadmiyum kloriir (Ibrahim, 2013), TBHP (tert-butil hidroperoksit) (Bhattacharya vd.,
2011b), tiyoasetamid (Kabiri ve Setorki, 2016), trikloroetilen (Gharib ve Gharib, 2008),
asetaminofen (Abshenas vd., 2012; Wang vd., 2014), aflatoksin B1 (Jayabalan vd., 2010)
ve parasetamol (Pauline ve Kavimani, 2001) gibi gesitli ¢cevresel kirleticiler ve toksinlere
kars1 hepatoprotektif aktivitesini gdstermek i¢in hiicre hatlar1 ve hayvan modelleri
tizerinde bir¢ok c¢alisma yapilmistir. Tiim bu ¢alismalarda, kombuchanin karaciger toksik
maddelerinin toksik etkilerini etkili bir sekilde iyilestirebildigi gosterilmistir. Yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada kombuchanin obez farelerin hepatik steatoz gelistirmesini
ve ardindan karaciger hasarini 6nledigini gosterilmistir (Hyun vd., 2016). Ancak yukarida
belirtilen tiim ¢aligmalarda kombuchanin konsantrasyonu, doz sayisi, tedavi siiresi ve
uygulama sekli farkliydi. Kombuchanin hepatoprotektif etkinligi serum glutamik piruvat
transaminaz, serum glutamik oksaloasetik transaminaz, alkalin fosfataz vb. enzimler ile
indirgenmis glutatyon, antioksidan enzim aktiviteleri, nitrik oksit seviyeleri ve karaciger
dokusunun histopatolojik analizi gibi karaciger toksisitesi ile iligkili belirtecler 6lgiilerek
incelenmistir. Sonuclara gore, kombuchanin tiim bu parametreleri kombucha kiiltiirii ile
fermente edilmemis siyah caydan daha verimli bir sekilde normallestirebilecegi
gosterilmigtir. Kombucha tarafindan saglanan hepatoproteksiyon mekanizmasi,
karacigerdeki hem antioksidan hem de detoksifikasyon siireglerini kolaylastirma
kabiliyetine baglanabilir. Dahasi, kombuchanin hepatoprotektif etkisinde yer alan
ayrintili molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi, antiapoptotik yeteneginin mitokondriye
bagimli yolagi baskilama o6zelligi ile ortaya ¢ikarildi (Bhattacharya vd., 2011a).
Kombuchanin fermantasyonu sirasinda mikroorganizmalar tarafindan iiretilen enzimler,
bakteriyel asitler ve diger ikincil metabolitler viicudu detoksifiye etme yetenegi
sergilemistir (Dufresne ve Farnworth, 2000). Bir¢ok bilimsel ¢alisma, kombuchanin
detoksifikasyon yeteneginin, esas olarak karacigerdeki toksinlere baglanabilen ve onlar

viicuttan atmaya tesvik eden glukuronik asit varligina atfedildigini bildirmistir (Nguyen
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vd., 2014). Boylece, kombuchanin oksidatif stresin yol actigi hepatotoksisiteye karsi

Onleyici ve iyilestirici bir ajan olarak kullanilabilecegi sonucuna ulasilmaktadir.

2.4.4 Antimikrobiyal 6zelligi

2.4.4.1 Antibakteriyel

Kombucha potansiyel bir antimikrobiyal kaynak olarak kabul edilmis ve farkli patojenik
mikroorganizmalara kars1 inhibe edici etkinligi bir¢cok aragtirmaci tarafindan calisilmistir.
Steinkraus vd. (1996) yaptiklari ¢alismada kuru c¢ay (4,36 g/L) ve % 10 sakaroz igeren
fermente cay iceceginin, fermantasyonun ana iirlinii olan asetik asitin neden oldugu
etkinin Gtesinde higbir antibakteriyel etki gostermedigini belirledi. Greenwalt vd. (1998)
yaptiklar1 calismada toplam 33 g/L asit igeriginde 7 g/L asetik asit icerecek sekilde
fermente edilen kombucha 6rneklerinin, S. aureus, Bacillus cereus gibi gram-pozitif ve
E. coli, S. choleraesuis serotip typhimurium ve Agrobacterium tumefaciens gibi gram-
negatif organizmalara kars1 yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirlemislerdir.
Sreeramulu vd. (2001) yaptiklari ¢alismada kombuchanin Enterobacter cloacae, P.
aeruginosa, Aeromonas hydrophila, E. coli, S. enteritidis, S. typhimurium, Yersinia
enterocolitica, Shigella sonnei, Campylobacter jejuni, H. pylori gibi farkli patojenik
gram-negatif bakterilere ve B. cereus, S. epidermis ve S. aureus gibi gram-pozitif
bakterilere karsi inhibitor aktivite uyguladigini bulmuslardir. Talawat vd. (2006) siyah
caydan hazirlanan kombuchanin, Japon yesil ¢ayi, dut ¢ayi, yasemin ¢ay1 ve oolong
cayindan hazirlananlara kiyasla en yiliksek antibakteriyel aktivite gosterdigini
bildirmiglerdir. Vibrio parahaemolytica'nin Vibrio cholerae, S. typhi, P. aeruginosa,
Vibrio harveyi, Vibrio alginolyticus ve Vibrio vulnificus gibi bir¢ok insan ve karides
patojeni arasinda en duyarli oldugu bulunmustur (Talawat vd., 2006). Ayrica, 21 giin
boyunca hem yesil hem de siyah ¢aylarin fermente edilmesi ile hazirlanan kombucha
ornekleri, gram-pozitif S. epidermidis, S. aureus, Micrococcus luteus ve L.
monocytogenes ve gram-negatif E. coli, P. aeruginosa, S. Typhimurium (LT2) gibi ¢esitli
insan patojenik mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkinlik géstermistir ve yesil
caydan hazirlanan kombucha daha fazla antimikrobiyal aktivite sergilemistir (Battikh vd.,
2012). Ayrica Melissa officinalis L. fermantasyonu ile hazirlanan kombucha 6rneklerinin
gram-pozitif S. aureus ve B. cereus bakterilerine ve gram-negatif S. enteritidis, E. coli,

Proteus mirabilis, P. aeruginosa ve Erwinia carotovora bakterilerine karsi giiglii
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antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Cetojevié-Simin vd., 2012; Veliéanski
vd., 2007). E. coli, P aeruginosa ve S. enterica serovar typhimurium gibi Gram-negatif
basillere ve Enterococcus faecalis, M. luteus, S. aureus ve S. epidermidis gibi Gram-
pozitif basillere karsi hem yesil cayin hem de siyah ¢ayin 12 giin fermantasyonundan
hazirlanan kombucha 6rneklerinin 6nemli antibakteriyel aktivite sergiledigi gozlenmistir
(Deghrigue vd., 2013). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, 14 giin fermente edilen
siyah cay kombuchanin enterotoksijenik E. coli, V. cholerae, Shigella flexneri ve S.
typhimurium’a karst maksimum antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir. V.
cholerae’nin kombucha uygulamasimna en duyarli bakteri oldugu tespit edilirken, S.

Typhimurium’un en direngli bakteri oldugu tespit edildi (Bhattacharya vd., 2016).

2.4.4.2 Antifungal

Sreeramulu vd. (2000) yaptiklar1 ¢alismada siyah ¢ay kullanilarak hazirlanan kombucha
caylarinin Candida albicans’a karsi inhibe edici aktivitesini bildirdi. Ancak aym
calismada kombuchanin Z. Bailii’ye karsi inhibe edici aktivitesi olmadigi gosterildi. Hem
yesil hem de siyah ¢aylarin 21 giinliilk fermantasyonu sonucu elde edilen kombucha
orneklerinin Candida krusei hari¢ C. albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis,
Candida glabrata, Candida dubliniensis ve Candida sake’nin biiyiimesini inhibe ettigi
gozlenmistir (Battikh vd., 2012). Bu nedenle, kombuchanin farkli Gram-pozitif ve Gram-
negatif patojenik mikroorganizmalara karsi giiclii antimikrobiyal aktivite gosterdigi
bulunmustur. Kombuchanin  farkli  gram-pozitif ve gram-negatif patojenik
mikroorganizmalara kars1 gliglii antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmustur.
Greenwalt vd. (1998) yaptiklar1 caligma ile kombuchanin antimikrobiyal aktivitesine,
kombuchanin 6nemli bir antimikrobiyal bilesigi olan asetik asitin katkida bulundugunu
iddia etmislerdir. Ancak Sreeramulu vd. (2000) ve Battikh vd. (2013) kombuchanin
antimikrobiyal aktivitesinden asetik asit veya diger organik asitlerin yani sira polifenoller,
bakteriyosinler, proteinler, enzimler vb. gibi diger biyoaktif bilesenlerin de sorumlu
olabilecegini One stirmistiir. Dahasi, Bhattacharya vd. (2016), yaptiklart ¢calismada 14
giinliik kombuchanin etil asetat ekstraktinin 6nemli antimikrobiyal aktivite gosteren bir
polifenolik fraksiyonunu bildirdi. Bu fraksiyonun katekin ve izorhamnetinden olustugu
tespit edilmistir. Bu bulgu, kombuchanin antimikrobiyal aktivitesinin, igeriginde bulunan

bol miktarda polifenollerden kaynaklandiginin bir gostergesidir.
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2.4.5 Antienflamatuvar ozelligi

Birgok arastirmaci, farkli deneysel model sistemleri kullanarak kombucha i¢eceginin
antienflamatuvar aktivitesini arastirmistir. Siyah ¢ayin fermente edilmesinden hazirlanan
kombuchanin erkek Sprague-Dawley albino siganlarinda kromat (VI) uygulamasinin
neden oldugu oksidatif strese kars1 dnemli aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Kromat
uygulamasi, glutatyon peroksidaz, katalaz aktivitelerini, plazma ve doku malondialdehit
(MDA) seviyelerini onemli 6l¢iide artirdi ve gecikmis asir1 duyarliik (DTH) yanitini
azaltti. Bununla birlikte, kombucha ile beslenen siganlarda bu degisikliklerin tamamen
tersine dondigii gozlemlendi (Ram vd., 2000). Siyah ¢ay fermantasyonu ile hazirlanan
kombucha orneklerinin, lipid peroksidasyonunu (MDA seviyeleri) ve DNA hasarini
azaltarak, azalmis glutatyon ve glutatyon peroksidaz aktivitesindeki artisla iligkili
antioksidan enzim seviyelerini artirarak erkek Sprague-Dawley albino siganlarinda
kursun kaynakli oksidatif strese karsi antienflamatuvar aktivite gostermistir (Dipti vd.,
2003). Siyah ¢aydan elde edilen kombucha erkek albino siganlarda trikloroetilen kaynakli
nefrotoksisiteye karsi koruyucu aktivite gostermistir (Gharib, 2009). 2010 yilinda yapilan
histopatolojik ve biyokimyasal calismalar ile siyah ¢ay fermantasyonu ile hazirlanan
kombuchanin erkek Isvigre albino farelerinde nonsteroid antiinflamatuar ilag (NSAID)
indometasin ile indiiklenen mide iilserine karsi iyilestirici etki tiretebilecegini tespit
edildi. Ayrica antioksidan aktivitesinin, mide mukusunu koruma kabiliyetinin ve i¢cecek
tarafindan mide asidi salgilanmasinin azaltilmasinin, iilser iyilestirme yeteneklerinin
arkasindaki 6nemli hususlar olabilecegi sonucuna vardilar (Banerjee vd., 2010). Ayrica,
siyah cay fermantasyonu ile hazirlanan kombucha 6rneklerinin, disi C57BL/6 farelerinde
deneysel otoimmiin ensefalomiyelit modelini multipl skleroz igin iyilestirmistir (Marzban
vd., 2015). Ayrica, her ikisi de 12 giin fermente edilen siyah ¢ay ve yesil ¢ay kombucha
antioksidan aktivitesi sayesinde yetiskin erkek Wistar sicanlarinda hiperkolesterolemik
diyete kars1 koruyucu etkiler gosterdi (Bellassoued vd., 2015). Yakin zamanda yapilan
bir ¢alismada, mese yapraklarindan hazirlanan kombuchanin NO diizeylerini diistirerek
uyarilmis makrofajlardaki lipopolisakkaritlerde (LPS), tiimor nekroz faktoriinde (TNF)-
a ve interlokin-6’da (IL-6) giiglii antiinflamatuar aktivite Urettigini gostermistir
(Vazquez-Cabral vd., 2017). Kombuchanin antiinflamatuar aktivitesi temel olarak gesitli
fenolik bilesiklerine ve flavonoidlerine atfedilmistir (Banerjee vd., 2010; Bellassoued vd.,
2015).
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2.4.6 Antikanser ozelligi

Kombucha kullaniminin kigisel gozlemlere ve tanikliklara dayanarak uzun yillar
antikanser aktiviteye sahip oldugu iddia edildi. Rusya'da, Merkez Onkolojik Arastirma
Birimi ve Rusya Bilimler Akademisi tarafindan 1951'de yapilan bir popiilasyon ¢aligmasi,
kombuchanin antikanser 6zelligi oldugunu iddia etti (Dufresne ve Farnworth, 2000;
Jayabalan vd., 2014). Cetojevié¢-Simin vd. (2008) HT-29 (kolon adenokarsinoma), HeLa
hiicreleri (serviks epitel karsinoma) ve MCF-7 (g6giis adenokarsinoma) gibi farkli hiicre
hatlarinda sulforhodamin B kolorimetrik testi kullanarak geleneksel siyah gay ve
geyikotundan (Satureja montana L.) hazirlanan birkag kombucha G&rneginin
antiproliferatif aktivitesini inceledi. Yazarlar, hem geyikotu kombuchanin hem de
geleneksel siyah c¢ay kombuchanin antiproliferatif 6zelliklerinin karsilastirilabilir
oldugunu belirttiler ve ayrica geyikotundan elde edilen kombuchanin, geyikotunun su
Oziitlerinden daha aktif antiproliferatif bilesenlerden olusabilecegi sonucuna vardilar.
Ayrica, her biri 100 pg/mL konsantrasyonda dimetil 2-(2-hidroksi-2-metoksipropiliden)
malonat ve viteksin igeren siyah ¢aydan hazirlanan kombuchanin etil asetat 6ziitiiniin
786-0 tizerinde 6nemli sitotoksik etkiler olusturdugu bulunmustur. Uygulama ek olarak
A549 hiicrelerinde matris metaloproteinaz-2 (MMP-2) ve 786-O hiicrelerinde matris
metaloproteinaz-9 (MMP-9)'un etkilerindeki azalmay: takiben, A549 (insan akciger
karsinoma), U20S (insan kemik osteosarkomu) ve 786-O (insan bobrek karsinoma)
hiicrelerinde hiicre invazyonu (metastaz) ve hiicre hareketliliginde azalma ile sonuglandi
(Jayabalan vd., 2011). Yakin zamanda yapilan bir caligma, siyah g¢aymn fermente
edilmesinden hazirlanan liyofilize kombucha o&ziitiiniin, siklooksijenaz-2, matris
metaloproteinaz, endotelyal biiylime faktorii, interlokin-8 ve insan indiiklenebilir faktor-
la gibi anjiyogenez uyaricilarinin ekspresyonunu azaltarak prostat kanseri hiicre hatti
PC-3'iin hiicre canliligin1 6nemli dl¢iide azalttigini gostermistir. Bu nedenle kombucha
farkli anjiyojenik uyaricilarin ekspresyonunu degistirerek anjiyogenezin inhibisyonuna
neden olabilir (Srihari vd., 2013a). Yesil ¢caydan hazirlanan kombuchanin insan kanser
hiicre hatlar1 A549 ve Hep-2'ye (epidermoid karsinoma) kars1 onemli sitotoksik aktivite
gosterirken, siyah ¢aydan hazirlanan kombuchanin sadece Hep-2'ye karsi etkili oldugu
bulunmustur (Deghrigue vd., 2013). Cogu arastirmaci tarafindan mutabik kalinan
kombuchanin antikanser aktivitesinin olas1 mekanizmalar1 baslica; (1) kanser hiicresi
proliferasyonunun inhibisyonu; (2) gen mutasyonunun inhibisyonu; (3) metastazin sona

ermesi ve (4) kanser hiicresi apoptozunun uyarilmasi olarak siralanmaktadir (Jayabalan
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vd., 2014). Polifenoller, glukuronik asit, glukonik asit, laktik asit, vitamin C gibi
vitaminler ve d-sakkarik asit-1,4-lakton (DSL) gibi c¢esitli bilesiklerin varligi
kombuchanin antikanser dzelliklerine katkida bulunabilmektedir (Deghrigue vd., 2013).

2.5 Kombu Caymin Hazirlanma Teknikleri

Stikroz ile tatlandirilmis siyah ¢ayin, kombucha i¢cecek fermantasyonu icin ideal substrat
oldugu disiiniilmektedir. Yesil cay, siyah cayin popiiler bir alternatifidir. Eklenen
SCOBY Kkiiltiiriiniin miktar1 ve boyutu da degisebilir. Jayabalan vd. (2014) yaptiklar
calismada standart bir yontem olusturmuslardir. Olusturulan standart metodun akis
diyagrami Sekil 2.3’te gosterilmektedir. Kombuchanin hazirlanmasi kisaca, 50 g sukroz,
1 L kaynar musluk suyunda ¢oziiliir. Bununla birlikte, 70 g/L'lik konsantrasyon da, ¢ogu
kombu ¢ay1 arastirmacisi tarafindan yaygin bir sekilde uygulanmaktadir (Gaggia vd.,
2019; Malbasa vd., 2011; Martinez-Leal vd., 2020). Hazirlanan soliisyona 5 gr gay
yapragi eklenir, karistirilir ve 5 dakika sonra elenerek ¢ikarilir. Alternatif olarak, islemi
kolaylagtirmak i¢in ¢ay posetleri de kullanilabilir (Morshedi vd., 2006). Karisim, 24 g
kombucha kiiltiirii inokiile edilmeden 6nce 20°C’ye sogutulur. pH’1 diisiirmek i¢in
onceden fermente edilmis kombucha igeceginden 200 mL eklenir. Diisiik pH (<4,6)
istenmeyen kontaminasyonu 6nler. Drosophila meyve sinekleri asidik tatl: soliisyonlara
saldirir ve siklikla onlar1 kontamine ederler. Bu tiir bir kontaminasyonu &nlemek igin,
kombuchanin fermantasyona birakildigi cam kavanozun agzi kagit havlu veya tiil bir bez
ile kapatilir. Karigim daha sonra 18°C ile 28°C sicaklik araliginda inkiibe edilir. Birkag
giin i¢inde inokiile edilmis olan SCOBY mayasindan "yavru" SCOBY c¢ikar ve karisim
icerisinde asili durur. Yavru SCOBY, anne SCOBY'nin tepesinde yiizen seftaf, ince jel
benzeri bir zardir ve belirli noktalarda anne SCOBY'ye baglanabilir. Bu agsamada farkli
gaz kabarciklar1i ve fermente koku hissedilir. Fermantasyonun ilerlemesi ile anne
SCOBY, fermantasyon kabinin dibine batma egilimi gosterir. Yavru SCOBY, diisiik pH
seviyesiyle birlikte, inkiibasyonun 10 ila 14. Giinii itibari ile boyut olarak artar ve sivinin
ylizeyini kaplar. Siire, SCOBY kompozisyonuna ve fermantasyon hizina bagli olarak
degisebilir. Daha sonra yavru SCOBY tahta bir kasikla dikkatlice ¢ikarilir ve kurumasini
onlemek ve ileride kullanmak icin az miktarda fermente cay icinde saklanir. Kalan
fermente kombucha siiziiliir, kapakli siselere doldurulur ve tiiketim igin 4°C’de saklanr.
Capraz kontaminasyonu onlemek icin siseleri sterilize etmek gerekir. Arastirmacilar,

kombuchada gerekli etanol ve laktik asit tiretimi i¢in 50 g sukroz/L soliisyonun optimum
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oldugunu belirtiyor. Bununla birlikte, en iyi kalite ve giivenli kombu cay1 i¢in

fermantasyon siiresinin optimize edilmesi gerekliligi de 6nerilmektedir.

Sekil 2.4. Yavru olusumunu tamamlamis SCOBY goriintiisii
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Malbasa vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada siyah ¢ay fermantasyonunu farkli boyutlardaki
fermantasyon kaplarina gore 6lgeklendirmis ve kombucha fermantasyonu degiskenlerini
ve kaplarin geometrik sekli ile pH'1 degistirmistir. Benzer geometriye sahip biiyiik 6l¢ekli
kaplar, pH degisiminin bir fonksiyonu olarak kap boyutu ile islem siiresi arasinda
korelasyon gosterdi. Yiiksek hacimli kombu ¢ay1 fermantasyonu mantar, elektrik, makine
ve arazi kira giderlerinin girdi maliyetlerini 6nemli l¢iide azaltabilir (Mohammadshirazi
ve Kalhor, 2016). Pek ¢ok modern kombucha fabrikasi, endiistriyel 6lgekli tiretim igin
biiyiik 6lgekli toplu fermantasyon sistemleri kurdu. Evsel 6l¢ekli yontem ve fermantasyon
kosullar, biiytik dlgekli islemler icin hemen hemen ayn1 kalmis olsa da, iriin giivenligi
i¢in biiyiik 6zen gosterilmelidir. Ideal olarak temiz su, fermente cihazinin ve siselerin
verimli sterilizasyonu saglanmalidir. Coziinmiis mineraller, tuz ve alkali i¢eren sert su,
SCOBY'nin biiylimesini engelleyebilir. Otomatik fermantasyon cihazi kullanilmazsa ve
genis agizl bir kapta fermantasyon yapilirsa, fermantasyon sirasinda kabin agzi bir kagit
havlu ile kapali tutulmalidir. Havlu kuru steril olmalidir. Kapak, bécek ve havadaki
mikroplar1 onlemek i¢in uygun ve yeterli olmali, ancak gaz ge¢isine izin vermelidir.
Kombucha fermantasyonu, karakteristik asitleri ve metabolitleri {iretmek igin
fermantasyon sirasinda olusan kismi aerobik kosullart ve yeterli CO2 salinimini

gerektirmektedir.

Alternatif olarak kombucha kiiltiirlerinin fermantasyon sonucu alindigi ve ikincil
fermantasyon olarak adlandirilan bir fermantasyonda vardir. Bu fermantasyon tiiriinde 14
giinliik fermantasyonun ardindan karisimdaki kombucha kiiltiirleri alinarak siv1 igerisinde
bulunan mikroorganizmalarin daha fazla karbondioksit drettigi bir siire¢ olarak
tanimlanir. Bazi ev kullanicilari bu asamada meyve parcalari ilave ederek ikincil
fermantasyonun kombuchay1 daha lezzetli ve kaliteli bir icecek haline getirdigini

belirtmektedir.
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Sekil 2.5. Kombucha iiretimi akis diyagrami

Temiz paslanmaz gelik bir kaba su alinir

Y

Su kaynatilir

Y

Seker ilave edilir

Y

5 dk boyunca kaynatmaya devam edilir

Y

Cay yapraklar1 eklenir

Y

Oda sicakligina kadar sogutulur

pH < 4,6 olan bir 6nceki kombuchadan bir miktar eklenir

Cam kavanoz kagit havlu ile kapatilir

Y

8-14 giin boyunca fermantasyona birakilir

Y

Yeni yavru SCOBY olustugu gozlenir

T
lLI Yavru SCOBY bir sonraki asama i¢in alinir

Steril sigelere bosaltilir ve kapagi kapatilir

Y

@ha tﬁketime@

v/
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2.6 Kombucha Fermantasyonu I¢in Kullanilan Bitki Tiirleri

2.6.1 Cay (C. sinensis)

Antik caglardan beri bitkiler dogal ila¢ kaynagi olarak kullanilmistir. Niifus artigindan
dolay1 kaynaklanan sentetik ilaclarda yeterli ila¢ temini ve yan etkide yiiksek tedavi
maliyetlerinden dolay1 insanlar ila¢ kullanimina kars1 bir direng gostermeye baslamistir
ve bunun sonucunda hastaliklar1 tedavi etmek i¢in bitkilerin kullanimina 6nem artmistir.
C. sinensis, yapraklar1 ve yaprak tomurcuklar1 Cin ¢ay1 tiretmek igin kullanilan bitki
tiriidiir. Theaceae familyasindan bir ¢i¢ekli bitki cinsi olan Camellia cinsindendir. Beyaz
cay, yesil cay, oolong ve siyah ¢ay bu tiirden hasat edilir, ancak farkli oksidasyon
seviyelerine ulagmak i¢in farkli sekilde islenir. Kukicha (dal ¢ay1) da C. sinensis’ten hasat
edilir, ancak yapraklar yerine ince dallar ve saplar kullanir. Yaygin isimler arasinda c¢ay

bitkisi, ¢ay agaci ve ¢ay ¢alilar1 bulunur.

Yesil ¢ay, Theaceae familyasina ait C. sinensis ¢ay bitkisinden elde edilir. Cay diinyada
sudan sonra en ¢ok tiiketilen i¢ecektir. Yesil cay, fermente edilmemis bir ¢aydir ve siyah
cay veya oolong c¢ayindan daha fazla katesin igerir. Katesinler in vitro ve in vivo giiglii
antioksidanlardir. Ayrica igerdigi bazi mineral ve vitaminler de bu tiir ¢ayin antioksidan
potansiyelini arttirir. Halen diinya ¢apinda en az 30 iilkede yetistirilmektedir. Cay i¢ecegi,
C. sinensis’in  kurutulmus yapraklarinin inflizyonudur. Hindistan ve Cin'deki
denemelerde yaygin olarak kullanilan tibbi bir bitkidir ve Ayurveda, Unani ve Homeopati
gibi gesitli yerel tip sistemlerinde popiilerdir Yesil ¢ay Hindistan, Cin, Japonya ve
Tayland'da ¢aglar boyunca tiiketilmistir. Cay bitkisinin bilimsel siniflandirmasi asagidaki
gibidir;

Alem  : Plantae (Bitkiler)

Bolim  : Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Siif : Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim  : Ericales

Familya : Theaceae (Caygiller)

Cins : Camellia

Tir : C. sinensis
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C. sinensis, Cin, Giiney ve Giineydogu Asya'ya 6zgiidiir, ancak bugiin diinya ¢apinda
tropikal ve subtropikal bolgelerde yetistirilmektedir. Yapraklar1 icin ekildiginde
genellikle iki metrenin altina kadar kesilen yaprak dokmeyen bir ¢al1 veya kiiciik agactir.
Gigli bir kazik kokii vardir. Cigekler, sari-beyaz, 2,5-4 cm ¢apinda, 7-8 yapraklidir. C.
sinensis ve C. oleifera tohumlar1, tibbi ve kozmetik amaglar i¢in kullanilan ve bitkinin
yapraklarindan elde edilen ugucu bir yag olan ¢ay agaci yagi ile karigtirilmamasi gereken
tatli bir baharat ve yemeklik yag olan gay yagi elde etmek i¢in preslenebilir. Yapraklar 4-
15 cm uzunlugunda ve 2-5 cm genisligindedir. Geng, agik yesil yapraklar tercihen ¢ay
tiretimi i¢in hasat edilir; altlarinda kisa beyaz tiiyleri vardir. Yash yapraklar daha koyu
yesildir. Farkli yaprak yaslari, kimyasal bilesimleri farkli oldugu i¢in farkli ¢ay kaliteleri
ortaya cikarir. Genellikle u¢ (tomurcuk) ve ilk iki ila {i¢ yaprak islenmek iizere hasat

edilir. Bu islem her iki haftada bir tekrarlanir.

Sekil 2.6. Cay (C. sinensis) bitkisinin genel goriiniimii

Cay bitkisinin diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan bazi isimleri;

Hindistan: Chha
Cin: Cha

Rusya: Chai
Afrika: Itye
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Italya: Te
Ingiltere: Tea plant
ABD: Tea

Caymn yaklasik 4000 biyoaktif bilesik igerdigi bildirilmektedir, bunlarin {icte biri
polifenollerin katkida bulunmaktadir (Mahmood vd., 2010). Diger bilesikler alkaloidler
(kafein, teofilin ve teobromin), amino asitler, karbonhidratlar, proteinler, klorofil, ugucu
organik bilesikler (kolayca buhar lireten ve ¢ayin kokusuna katkida bulunan kimyasallar),
floriir, aliminyum, mineraller ve eser elementlerdir (Cabrera vd., 2003). Cayda bulunan
polifenoller ¢cogunlukla flavonoidlerdir (Sumpio vd., 2006). Katesinleri de i¢eren biiyiik
bir bitki kimyasallar1 grubu olan polifenollerin, geleneksel olarak caya, 6zellikle yesil
caya atfedilen sagliga faydalarindan sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Cabrera vd.,
2006).

Baslica katesinler epikatesin gallat (EKG), epikatesin (EK), epigallokatesin (EGK) ve
epigallokatesin gallattir (EGKG). Yesil caydaki en aktif ve en bol katesin epigallokatesin-
3-gallattir (EGKG). Siyah ¢ay, bu katesinlerin yesil ¢aydan daha diisiik oranda
konsantrasyonlarini igerir (Wu ve Yu, 2006). Oolong cayi, katesinler ve kompleks
polifenoller gibi basit polifenollerin bir karisimini igerir. Siyah, yesil ve oolong ¢ay1 son
derece iyi C vitamini kaynaklaridir (Mahmood vd., 2010).

2.6.2 Altinbascayi (S. bilgerana)

Cins adi olan Sideritis L., antik ¢aglarda metal kullanilarak yapilan silahlarin neden
oldugu yaralar iyilestirmek igin kullanilmasina atifta bulunularak Yunanca “sideros”
(demir) kelimesinden tiiremistir. Bu 1iyilestiri 6zellige ek olarak, Sideritis tiirleri,
antiinflamatuar, anti-iilserojenik, sindirim ve antimikrobiyal Ozellikleri nedeniyle
yiizyillardir popiiler bir sekilde kullanilmaktadir (Gonzalez-Burgos vd., 2011). Sideritis
cinsi Labiateae familyasi igerisinde yer almaktadir. Bu cins, Kuzey Yarimkiire'nin 1liman
ve tropikal bolgelerinde, Bahamalar'dan Bati Cin'e ve Almanya'dan Fas'a kadar ¢ok genis
bir yayilim gosteren 150'den fazla tiirii icermektedir. Tiirlerin ¢ogu, Kanarya Adalar1 ve
Madeira'dan Kafkasya'ya kadar Akdeniz bélgesinde bulunur; Ispanya ve Tiirkiye en fazla
sayida farkli tiire sahiptir. Sideritis (Lamiaceae) cinsi Tiirkiye'de 40’1 endemik olan 60

tur ile temsil edilmektedir.
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Sideritis tiirleri halk arasinda tibbi ve aromatik O6zelliklerinden dolay1 kullanilmistir.
Sideritis tiirleri Anadolu’da hem tibbi amagh hem de aromatik 6zelliklerinden dolay1 ¢ay
olarak kullanilmis olup, “dag cay1” veya “yayla cay1” olarak isimlendirilmistir. Halk
arasinda tibbi olarak sedatif (yatistirici), sinir sistemi diizenleyici, antienflamatuar,
antispazmodik, ditiretik, bagirsak sistemi diizenleyici olarak kullanilmaktadirlar (Ertan
vd., 2001; Ozcan vd., 2001). Akdeniz bdlgesinde yetisen Sideritis condensata Boiss. &
Heldr. bitkisi mide ve kalp problemlerinin giderilmesinde kullanilmaktadir (Davis, 1982).
Ayrica S. mugronensis’in arteriyel kan basincini diisiirdiigii ve otonom sinir sistemi

tizerinde etkili oldugu agiklanmistir (Baser vd., 1986).

Sideritis cinsinde kimyasal bileseninde; terpenler, flavonoidler, ugucu yaglar, iridoidler,
kumarinler, lignanlar ve steroller gibi bir¢ok kimyasal bilesen tanimlanmistir.
Farmakolojik aktivitenin ana sorumlusu olan diterpenler, flavonoidler ve ugucu yaglar

hemen hemen her tiirde bulunmaktadir (Gonzalez-Burgos vd., 2011).

Altinbas¢ayinin bilimsel siiflandirilmas: asagidaki gibidir;

Alem  : Plantae (Bitkiler)

Bolim  : Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Siif : Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim  : Lamiales

Familya : Lamiaceae (Ballibabagiller)

Cins : Sideritis

Tiir : Sideritis bilgerana

S. bilgerana ¢ok yillik otsu yapidadir. Govdesi dik yapida olup 25-110 cm arasindadir.
Basit veya nadiren dallanmis, govdenin alt kismi yogun uzun basik tomentoz Ortii
tiiyliiyken, tist kisimlar1 ise hemen hemen ortii tliysiiz veya kisa dik salgi tiiylidiir.
Yapraklarin her iki yiizii yogun uzun basik ortii ve seyrek kiiclik salgi tiiyliidiir.
Internodyumlar 2-7,5 cm boyunda, altta kalanlar ise daha kisadir. Cigek durumu basit

veya dallanmistir.
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Sekil 2.7. Altinbascayi (S. bilgerana) bitkisinin goriiniimii (Dereli, 2016)

2.6.3 Nigde yogurtotu (G. nigdeense)

Ismini Yunanca ‘gala’ ve ‘milk’ kelimelerinden alan Galium L. cinsinin baz tiirleri siitiin
mayalanmasini saglar (de Rosa vd., 2000). Algak yaricalilar olup ¢ok ya da tek yillik
otlardir. Yapraklar genellikle 4-14 yapraktan olusan halkalar bi¢imindedir. Cigek durumu
tirsoid, genis¢e panikulat veya indirgenmistir. Cigekler genellikle ovaryumdan daha uzun
pediselli, brakteolsiiz; hermafrodit, nadir olarak poligam veya dioiktir. Kaliks genellikle
belirsiz, nadiren kalict veya meyvada bliylimiistiir. Korolla 3-4 pargali, rotat,
kratiformdan infundibulara kadar degisen sekilde, loblar tiipten daha uzun, beyaz,
beyazimsi, soluk saridan parlak sariya kadar degisen renklerde, sarimsi-yesil, pembe veya
koyu kirmizimsi-kahverengidir. Stilus bifid veya bipartid kiiremsi stigmalidir. Meyve iki
kuru merikarpli, merikarplar yar1 kiiresel, ovoid veya silindirik, diiz yiizeyli veya kirisik,

ciplak veya tiiylii (bazen ¢engel tiiylii) nadiren az ¢ok etlidir (Davis, 1982).

Galium cinsi ¢ogunlukla 1liman bolgelerde goriilmekle birlikte alpin ve arktik bolgelerde,
daha yiiksek yiikseltilerde subtropik ve tropik bolgelerde de yayilist vardir. Galium cinsi
Tirkiye Florasi’nda 10 seksiyona bagli 101 tiir (116 takson) ile temsil edilmektedir. Son
yillarda eklenen yeni tiirler (G. babadaghense Yild., G. cankirense Yild., G. nigdeense
Yild., G.tuncelianum Yild., G. shinasii) ve 1 alt tiir (G. canum ssp. ulukislaense Yild.) ile
birlikte tilkemizdeki Galium cinsine ait takson sayis1 122’ye yiikselmistir ve bunlardan
61’1 endemiktir (Gliner vd., 2012).
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Alem  : Plantae (Bitkiler)

Bo6lim  : Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Siif : Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim  : Gentianales

Familya : Rubiaceae (Kokboyasigiller)

Cins : Galium

Tir : Galium nigdeense

Cok yillik, cok govdeli ve algak yastik¢ik seklinde tabanda odunsudur. Coklu gévde 2-4
cm kadar, dik, beyaz yayik-piiriizlii ve internodlar 4-5 mm olup yapraklardan daha
uzundur. Yapraklar dairesel dizilisli, her nodda 6 adet, 3-4 mm boyunda, seritsiden-biz
sekline degisir, kenarlar1 geriye kivrik, tek damarli ve ignelidir. Cigek durumu koltuklarda
genelde sapli ve coklu dairesel bir kiimedir. En ugtaki dallanmis c¢icek durumu
braktesizdir. Cigek saplar1 0,5-1,5 mm kadar olup, piiriizlii ve diktir. Kaliks digli degil.
Korolla beyaz tiiysiiz, petaller yumurtamsi-mizraksi, kenarlar1 ice kivrik, sivri uglu,
tilysiiz ve i¢ tarafinda li¢ esmer ¢izgi var. Stamen 4, korollay1 asmaz, filament beyaz, anter
sart ve tiysiiz. Meyve bilinmiyor. Cigeklenme 7-8. aylar. Giiglii kayalarda ve

catlaklarinda hayat bulur.

Sekil 2.8. Nigde yogurtotu (G. nigdeense) bitkisinin goriiniimii
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2.6.4 Derman otu (P. lanceolata)

Plantaginaceae ailesinin i¢inde otsu bitkiler ya da bodur ¢alilar bulunur ve yapraklari basit
haldedir. Genel olarak yapraklar bitkinin taban kisminda rozet seklinde yer alirlar. Yaprak
dizilisi oppozit, fasikulat veya alternat seklindedir. Cigekler brakteat spikalarda bulunur,
2-4 veya daha c¢ok olabilirler. Ovaryumlar1 {ist haldedir (Hipogin). Genellikle
hermafrodittirler. Sepaller meyvede kalicidir. Korolla gamopetal (simpetal), zars1 6zellik
gosterir. Stamenler korolla tiipiine gémiiliidiir. Ovaryum 1-4 lokulusludur. Plasentasyon
aksillar veya bazaldir. Oviiller birden fazladir. Genel olarak meyveler kapakli bir kapsiil
halinde veya kendiliginden agilmayan akel halindedir. Tohumlarinda endosperm bulunur.

Embriyo diizdiir.

Plantaginaceae ailesinden olan P.lanceolata, tip alaninda yapraklarinin tamami yahut
plantago tiirlerinin polar ekstraklar1 kullanilarak fitoterapi alaninda sindirim ve solunum
sistemindeki kanser ile alakali problemlerin ve agrilarin giderilmesinde kullanilmaktadir.

Bunun yami sira deri ve enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde de kullanildig:

bilinmektedir (Samuelsen, 2000).

P. lanceolata ve P. major Tiirkiye’de en yaygin bulunan tiirler olup, Anadolu’da yara,
ciban ve sivilceler i¢in haricen, kanser, diyabet, idrar yolu enfeksiyonlarinda, soguk
alginlig1 ve viral enfeksiyonlarinda ise ¢ayi tiikketilmektedir. Plantago tiirlerinin yapraklari
ve tohumlar1, Fransa, Italya, Giiney Afrika ve Tiirkiye gibi iilkelerde salata malzemesi

veya ¢ocuk mamasi olarak tiiketilir (Kuranel, 2012).

Bunun yaninda Plantago tiirlerinin antienflamatuvar, antitiimoral, antifungal,
antibakteriyel, antispazmodik, analjezik, antiviral ve karacigeri koruyucu etkileri oldugu
bildirilmistir (Fons vd., 1998). idrar soktiiriicii olarak, bocek sokmalarmna karsi, giines
yamgi, deri hastaliklar, goz tahrisi, agiz ve bogaz iltihabi1 yaralarmi tedavi etmek
amactyla bu bitkinin yapraklar1 kullanilmaktadir. Ayrica soguk alginligi, oksiiriik, ses
kisiklig1, astim, amfizem, bronsit, ates, gastrit, {ilser, mesane problemleri, bobrek tasi,
bagirsak sikayetleri, diizensiz adet, hipertansiyon, romatizma ve saman nezlesi gibi
hastaliklarin tedavilerinde etkili oldugu gorilmiistir (Fleer ve Verspohl, 2007).

Kurutulmus tohum suya gecirilmesiyle yatistiric1 olarak, goz kremi, ishal ve dizanteri
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veya cocuklarda bagirsak solucanlar1 igin bir tedavi sekli olarak kabul edilmekte ve

uygulamaktadir (Kogak, 2011).

Alem  : Plantae (Bitkiler)

Bolim  : Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Siif : Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim  : Lamiales

Familya : Plantaginaceae (Sinirotugiller)
Cins : Plantago

Tir : Plantago lanceolata

P. lanceolata yapraklari, tahrisi azaltmak igin 6ksiiriik suruplari i¢ine katilmaktadir. Taze
bitkiden elde edilen maseratlar, sivi ekstraktlart ve suruplar1 agiz ve bogaz iltihabi
tedavisinde ve iltihapli cilt iginde kullamlmaktadir (Kogak, 2011). Ozellikle, P. major
Tirkiye’de tilser tedavisinde kullanilmaktadir. Kurutulup toz haline getirilmis yapraklari
sabah kahvaltisindan once bal ile karistirilarak yenmektedir. Yapilan in vivo deneylerde
sulu ve metanolik ekstraklarin karisimmin (1,2 g/kg ) gastrik iilser olusumunu % 40

azalttig1 belirlenmistir (Yesilada, 1993).

Boyu 7-90 cm uzunlugunda ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Yapraklar rozet halinde, mizraksi
seklinde, belirgin 3-7 damara sahip, biitiin kenarli1 ve kenar1 kisa dis yapisina sahiptir.
Yapraklari ¢iplak ve tiiyliidiir. Yaprak rozet durumu ortasindan dik ve yapraksiz govde
¢ikar. Bu yapinin u¢ kisminda kiiglik ve silindirik yapili ¢igek gelisir. Cicekler 4 pargali,
beyaza yakin veya soluk sari renklidir. Canak yapraklar kiremitvari kapanmistir ve
kaburgalidir. Tag yayvan veya yuvarlaktir. Ovaryum 2-4 gozliidiir. Her bir goziinde 1-
¢ok sayida tohum tomurcugu vardir. Meyve kapsiil tipindedir (Dawis, 1982). Halk
arasinda ince yaprakli damar otu olarak bilinmektedir. Tabanda g¢ok sayida rozet
biciminde yapraklar1 bulunan ¢ok yillik bir bitkidir (Sekil 2.9). Cigeklenme zamani nisan-
ekim aylaridir. Deniz kiyilarinda, kumlu sahillerde, g¢ayirlarda, batakliklarda, dere
kenarlarinda, koruluk alanlarda, Pinus ormanlarinda, 1-3000 m yiikseklik araliginda

yayilis gosterir. Hemen hemen Tiirkiye’nin her yerinde yayilis gosterir (Davis, 1982).

P. lanceolata daha ¢ok cayirlar bahgeler, tarlalar ve yol kenarinda, 6zellikle nem oraninin

yiiksek oldugu agik alanlarda hi¢gbir miidahale gerektirmeden, kendiliginden yetisen bir
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bitki tiirtidiir. Organik bilesiklerin bol bulundugu nemli topraklarda daha fazla biiyiime
hizina sahiptir. Bu bitikinin tohumlar1 dogada ¢ok uzun siire canli kalabilme 6zelligine

sahiptir.

Sekil 2.9. Derman otu (P. lanceolata) bitkisinin goriiniimii

2.7 Literatiir Ozeti

Kombu ¢ay1 ylizyillardir geleneksel olarak siyah gay ve yesil cay fermente edilerek
hazirlanmaktadir. Siyah ¢ay ve yesil ¢cay ayn1 bitkiden geldigi i¢in ortak substrat oldugu
sOylenebilir. Kombucha kiiltiirii ile farkli bitki 6rneklerinden infiize edilen sakkaroz
iceren karisimin fermente edildigi bilinmektedir. Hatta sadece bitki 6rnekleri degil bagka
organik bilesikler de kullanilmistir. Literatiirde bu ¢alismalara siklikla rastlanmaktadir.
Bu boéliimde literatiirde farkli substratla kullanilarak hazirlanan kombu ¢aylarinin bir
derlemesi bulunmaktadir. Bu boliimiin derlemesinde her bir c¢alismanin kombucha

hazirlarken kullandig1 yontemler ve yaptiklari ¢aligmalar dikkate alinmigtir.

Cetojevié-Simin vd. (2008) yaptiklar ¢alismada siyah ¢ay ve geyikotu (Satureja montana
L.) bitkilerini substrat olarak kullanarak kombucha hazirlamislardir. Kombucha

hazirlamak i¢in kullandiklar1 protokol su sekildedir; 1 litre musluk suyuna 70 g sukroz
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ilave ederek 5 dakika kaynatilmistir. Ardindan 5 gram kurutulmus bitki 6rnegini eklenip
15 dakika demlenmeye birakilmistir. Demlenme ardindan bitki 6rneklerinin siiziilerek
sicakligr yaklasik 30°C olana kadar oda sicakliginda sogumasi beklenmistir. Daha sonra
%10 inokulasyon ile kombucha kiiltiirii eklenmis ve 28°C’de fermantasyona birakilmistir.
Kombu ¢ay1 tiiketilebilir optimum asitlik derecesine ulasincaya kadar (3,5-4,5 g/L)
fermantasyona birakilmistir. Calisma ekibi hazir hale gelen kombu ¢aylariin kuru
agirliklarini siyah cay kombuchada 65,8 mg/mL ve geyikotu kombuchada (Satureja
montana L.) 70,8 mg/mL olarak belirlemislerdir. Hazirlanan kombucha 6rneklerinin
antiproliferatif etkisini belirlemek igin uygun konsantrasyonlara (0.0195-10 mg/mL)
diliie etmislerdir. Daha sonra 0,22 um filtreden gegirerek mikroorganizmalarin gegmesini
onlemiglerdir. Daha sonra hazirladiklar1 konsantrasyonlardaki kombucha 6rneklerini HT-
29 (kolon adenokarsinoma), HelLa hiicreleri (serviks epitel karsinoma) ve MCF-7 (gogiis
adenokarsinoma) gibi farkli hiicre hatlarina uygulamislardir. Hazirlanan kombucha
ornekleri 250 ug/mL konsatrasyonda HT-29 (kolon adenokarsinoma) ve MCF-7 (gogiis
adenokarsinoma) hiicre hatlarinda sirasiyla %15 ve %10 inhibisyon gostermistir. Bu
hiicre hatlarinda istatistiksel bir fark gozlenmemistir. Hel.a hiicreleri (serviks epitel
karsinoma) hiicre hatlarinda ise 1000 pg/mL konsantrasyonlarda 550°ye yakin inhibisyon
gbzlenmistir. Hazirlanan kombucha 6rnekleri arasinda istatistiksel olarak (p <0,05) anlam
belirlenmistir. Siyah c¢ay ile hazirlanan kombuchanin HeLa hiicreleri (serviks epitel
karsinoma) hiicre hatlarinda ¢ok az miktarda geyikotu ile hazirlanan kombuchadan daha
fazla antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica hazirladiklar1 kombucha
caylarinin antimikrobiyal Ozelliklerini belirlemek i¢in Gram negatif bakteriler: P.
aeruginosa (ATCC 27853), Proteus mirabilis (ATCC 35659), E. coli (ATCC 25922), S.
enteritidis (ATCC 13076); Gram positif bakteriler: S. aureus (ATCC 25923), Bacillus
cereus (ATCC 10876), Sarcina lutea (ATCC 9341); mayalar: Saccharomyces cerevisiae
(112, Hefebank Weihenstephan), Candida pseudotropicalis, Rhodotorula spp. ve kiifler:
Penicillium aurantiogriseum, Aspergillus niger ve Aspergillus flavus kiiltiirleri tizerinde
test etmislerdir. Siyah ¢ay ile hazirlanan kombucha 6rneklerinden Proteus mirabilis harig
biitiin patojenlerde antimikrobiyal aktivite belirlemislerdir. Satureja montana L. ile
hazirlanan kombucha 6rneklerinden ise Proteus mirabilis ve S. aureus suslari harig biitiin
patojenlerde antimikrobiyal aktivite tespit etmislerdir. En iyi sonuglar siyah cay i¢in S.
enteritidis (12,33 mm ¢ap zon) ve E. coli (13,67 mm ¢ap zon) olmustur. Satureja montana

L. i¢in ise S. enteritidis (13,33 mm ¢ap zon) ve E. coli (14 mm ¢ap zon) olmustur.
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Cetojevié-Simin vd. (2012) yaptiklari calismada Melissa officinalis L. bitkisi kullanilarak
hazirlanan kombucha o6rneklerinin antimikrobiyal, antiproliferatif, genotoksik ve
antigenotoksik 6zelliklerini ¢alismay1 amaglamiglardir. Bu amag i¢in Melissa officinalis
L. bitkisini substrat olarak kullanarak kombucha hazirlamiglardir. Kombucha hazirlamak
icin kullandiklar1 protokol su sekildedir; 1 litre musluk suyuna 70 g sukroz ilave ederek
5 dakika kaynatilmistir. Ardindan 5 gram kurutulmus bitki 6rnegini eklenip 15 dakika
demlenmeye birakilmistir. Demlenme ardindan bitki 6rneklerinin siiziilerek sicakligi
yaklagik 30°C olana kadar oda sicakliginda sogumasi beklenmistir. Daha sonra %10
inokulasyon ile kombucha kiiltiirii eklenmis ve 28°C’de fermantasyona birakilmustir.
Fermantasyon siiresini tiiketilebilir asitlik derecesi olan 3,5-4,5 g/L olana kadar
tutulmustur. 3 giinliik fermantasyon sonucunda asitlik seviyesi 4,56+0,03 g/L haline
gelen ornekleri kullanmiglardir. Kuru agirhigr 47,5 g/L olarak belirlenen o6rneklerden
sirastyla 0,045, 0,18, 0,73 and 0,295, 1,185, 4,75 ug/mL konsantrasyonda ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Fermantasyon stiresi sonunda hazir hale gelen kombucha 6rneklerini 0,22
um c¢apl filtreden gegirerek steril hale getirmislerdir. Steril hale getirilen kombucha
orneklerini gram negatif bakteriler: P. aeruginosa (ATCC 27853), Proteus mirabilis
(ATCC 35659), E. coli (ATCC 25922), S. enteritidis (ATCC 13076), Erwinia carotovora
(NCPPB 595); Gram positif bakteriler: S. aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC
10876), Sarcina lutea (ATCC 9341); mayalar: Saccharomyces cerevisiae (112, Hefebank
Weihenstephan), Candida pseudotropicalis, Rhodotorula spp. ve kiifler: Penicillium
aurantiogriseum, Aspergillus niger ve Aspergillus flavus suslar tizerine 100 pL
pipetleyerek sonuglari belirlemislerdir. 3 giinliik fermantasyon sonucunda asitlik seviyesi
4,56+0,03 g/L haline gelen 6rnekleri kullanmiglardir. Sonug olarak S. enteritidis, E. coli,
Proteus mirabilis, P. aeruginosa, Erwinia carotovora, S. aureus, Bacillus cereus suslari
lizerinde antimikrobiyal etki belirlemislerdir. En iyi antimikrobiyal etkiyi Erwinia
carotovora tizerinde 17,83 mm ¢apta zonla belirlemislerdir. S. enteritidis, E. coli, P.
aeruginosa, Bacillus cereus suslari iizerinde ise yaklagik 14 mm gapta zon olmak iizere
antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir. Hazirladiklar1 kombucha orneklerini HT-29
(kolon adenokarsinoma), HeLa hiicreleri (serviks epitel karsinoma) ve MCF-7 (gogiis
adenokarsinoma) hiicre hatlarina uygulamiglardir. Uygulama siiresi 72 saat olarak
tutulmustur. Uygulamas1 yapilan ornekler biitiin hiicre hatlarinda hiicre biiylimesini
uyarmistir. Gozlemlenen tiim hiicre biiylimesi etkileri, daha yiliksek konsantrasyonlarda
hiicre biiyiimesi inhibisyonunda ortaya ¢ikan daha diisiik konsantrasyonlarda hiicre

biiylimesi uyarim ile karakterize edilen tipik hormetik, iki fazli yanit gostergesi olarak
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yorumlanmustir. Hiicre biiylimesi iizerindeki en belirgin etki HelLa hiicre hattinda
gbzlenmistir. Hazirlanan kombucha daha diisiik konsantrasyon araliginda (1,95-30
pg/mL) HeLa hiicre hattinda hiicre ¢ogalmasinin uyarilmasina neden olmustur. 100
pg/mL'den yiiksek konsantrasyonlarda HeLa hiicre hattinda hiicre biiyiimesi inhibisyonu
gbzlenmistir. Ancak 1C20'ye 500 pg/mL konsantrasyonda ulasildi. Kombucha ayrica
diisiik konsantrasyon araliginda (10 pg/mL'nin altinda) MCF7 hiicrelerinin biiylimesini
uyarmstir, ancak yiiksek konsantrasyonda (500 pg/mL) hiicre biiylimelerini inhibe
etmistir. Kombucha 6rnekleri, arastirilan konsantrasyon araliginda HT-29 hiicre hattinin
ne biiyimesi ne de inhibisyonu {izerinde etki gostermemistir. Genotoksik ve
antigenotoksik etkiler, Cin hamsteri hiicre hattt CHO-K1'de kromozom sapma deneyi
kullanilarak belirlenmistir. Hem hasar gérmemis hem de Mitomisin C ile tahrip edilmis
CHO-K1 hiicre hatlarinda 24 saat Kombucha uygulamasi yapilmistir ve kontrol
degerlerine kiyasla kromozom sapma sikliginda konsantrasyona bagli bir azalmaya neden
oldugu gozlenmistir. Hasar gormemis hiicrelerde kromozom sapma sikliginin azalmasi,
0.295 pg/mL'den yiiksek kombucha konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlenmisti (p <0,05). Mitomisin C 'den zarar gérmiis hiicrelerde kromozom
sapma sikliginin azalmasi, melisa kullanilarak hazirlanan kombuchanin incelenen tiim

konsantrasyonlari i¢in olduk¢a anlamli bulunmustur (p<0,001).

Gamboa-Gomez vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada okaliptiis (Eucalyptus camaldulensis) ve
Meksika defneyapragi (Litsea glaucescens) kullanarak hazirlamis olduklar1 kombucha
orneklerinin  antioksidan ve anjiyotensin-doniistiiriicii  enzim (ACE) inhibitor
aktivitelerini arastirmiglardir. Bitki 6rnekleri oda sicakliginda kurutulmustur. Kombucha
hazirlamak i¢in 200 mL suyu kaynatmis ve 2 g kuru materyali ekleyerek 10 dk boyunca
inflizyona birakmislardir. Ardindan bitki drenkelri siizerek uzaklastirmislardir. Infiizyon
edilen karisgima 10 g sakkaroz ekleyerek oda sicakligina kadar sogumaya birakilmigtir.
Kombucha kiiltlirtinden 2,5 g inokiile edilmis ilaveten 100 mL daha dnceden hazirlanmis
kombucha ¢ay1 eklenmistir. Ardindan 25°C’de 7 giin boyunca fermantasyona
birakilmistir. Fermantasyonu tamamlanan orneklerin iginden kombucha kiiltlirii alinip
filtre kagidi ile siiziilmiistiir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi icin DPPH serbest
radikal siipiiriicti aktivite ve nitrik oksit siipiiriicii aktivite metodu kullanilmistir.
Okaliptus ve Meksika defneyapragi kullanilarak hazirlanan kombucha orneklerinin
DPPH siipiiriicti aktivite sonuglar1 kontrole ve birbirlerine yakin olarak sirasiyla

2.70+0.01 ve 2.7+0.1 olarak bulunmustur. Nitrik oksit siipiiriicli aktivite sonuglar1 ise
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okliptus i¢in 11.4+1.3 ve Meksika defneyapragi i¢in 5.8+0.8 olarak bulunmustur. Calisma
ekibi antioksidan Ozelligin fermantasyon siirecine bagli olarak pozitif olarak arttigi
sonucuna varmislardir. Ayrica nitrik oksit siipiiriicii aktivite sonuglarina atifta bulunarak
uygulanan her metodun ayni sonucu vermedigi goriisiinii vurgulamiglardir. Son olarak,
fermente igeceklerin antihipertansif potansiyeli, anjiyotensin-doniistiiriicii enzim (ACE)
aktivitesinin inhibisyonu yoluyla in vitro degerlendirilmistir. Okaliptus igin ACE
inhibisyon degeri 1.08+0.01 olarak bulunurken Meksika defneyaprag: ig¢in 2.61+0.01
bulunmustur. Arastirma ekibi Meksika defneyapragi ile hazirlanan kombucha
orneklerinin antihipertansif etkisinin daha fazla oldugu sonucunu vurgulamislardir. Bu
sonucla farkli substratlar kullanilarak hazirlanan kombucha 6rneklerinin in vitro olarak

antihipertansif etki gosterdigi belirlenmistir.

Watawana vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada Kral Hindistan cevizi (Cocos nucifera var.
aurantiaca) suyunu kombucha kiiltiirii ile fermantasyona tabii tutmuslardir. Bu ¢alismada
kullanilan Hindistan cevizi suyunun ve bu suyun fermantasyonu sonucu olusan fermente
iirlinlin antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Bu ¢alismada 7 aylik olgunluga ulasmis
olan Hindistan cevizleri kullanilmigtir. Hindistan cevizlerin suyu ¢ikarilarak 300 mL’lik
2 porsiyona ayrilmistir. 1. 6rnek %3 kombucha kiiltiiri ile inokiile edilerek 24+3°C’de 7
giin boyunca fermantasyona birakilmistir. 2. 6rnek ise ayni kosullarda saklanmistir. Her
iki 6rnek igin kontaminasyondan kag¢milmis ve aseptik kosullar saglanmistir. Orneklerin
Folin-Cioculate yontemi ile total fenolik madde miktarlar1 tayin edilmistir.
Fermantasyona birakilan 6rnekte 1. giin sonu itibariyle total fenolik madde miktarlarinda
artis oldugu gozlenmistir. Fermente edilmeyen Hindistan cevizi suyu igin total fenolik
madde miktar1 15 mg GAE/g bulunurken fermente edilen Hindistan cevizi suyunun 26
mg GAE/g bulunmustur. Antioksidan aktiviteleri belirlemek i¢in demir indirgeme giicii
(FRAP), oksijen radikal antioksidan kapasitesi (ORAC), troloks esiti antioksidan kapasite
(ABTS) ve DPPH radikal siipiiriicii aktivite metodlar1 kullanilmigtir. Sonuglar
incelendiginde DPPH metodu hari¢ diger tiim yontemlerde fermente Hindistan cevizi
suyunun antioksidan kapasite yeteneginde ilk glinden baslamak kaydi ile dogrusal bir
artis oldugu gozlenmektedir. DPPH metodunda ise ilk giinden baglayan bir antioksidan
Ozellik distisii belirlenmistir. Arastirmacilar bu ¢alismada kombucha kiiltiirii ile fermente
edilen ve fermente dilmeyen Hindistan cevizi suyunun antioksidan 6zelliklerini ¢alismis
olup, kombucha kiiltirii ile fermantasyon sonucunda Hindistan cevizi suyunun

antioksidan 6zellik bakimindan artis gosterdigi sonucuna ulagsmislardir.
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Pure ve Pure (2016) yaptiklar1 galismada siyah ¢ay, muz kabugu ve 1sirgan otu kullanarak
hazirladiklar1 kombucha Orneklerinin antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerini
arastirmislardir. Kombucha hazirlamak i¢in 10 g kuru bitkisel materyali 20 g siikroz ile 1
litre suyun iginde 15 dk infiizyona birakmuslardir. Infiizyon sonunda bitkisel materyali
stizerek uzaklastirmiglardir. Ardindan 30 g aktif kombucha kiiltiirii ve 90 mL kombucha
stvisindan ilave edip 21 gilin boyunca fermantasyona birakmislardir. Fermantasyon
sonunda total fenolik iceriklerine bakmislardir. Total fenolik igeriklerini siyah cay
kombucha 265,5, muz kabugu kombucha 155 ve 1sirgan otu kombucha 188 ppm gallik
asit olarak bulmuslardir. Antioksidan aktivite 6l¢timii i¢in DPPH metodu ile % giderim
olarak uygulamislardir. Hazirladiklar1 kombucha 6rneklerinden 2 mL alarak yaptiklari
test sonuglarinda radikal giderici aktivite fermente siyah cay i¢in %92,9, fermente muz
kabugu icin %94,6 ve 1sirgan otu i¢in %92,4 olarak belirlemislerdir. Antibakteriyel tes
igin E. coli ptcc 1395, S. typhimurium ptcc 1596, S. aureus ptcc 1436, S. saprophyticus
ptcc 1440, B. stearothermophilus ptcc 1359 ve P. aeruginosa ptcc 1430 suslarini

kullanmiglardir. Yaptiklar testler sonucunda antimikrobiyal aktivite belirleyemislerdir.

Artanti vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada kombucha hazirlamak igin brokoli (Brassica
oleracea L.) ve 1spanak (Amaranthus spp.) kullanmislardir. Taze brokoli ve 1spanak akan
su altinda 5 dk boyunca yikanmistir. Ardindan 1:4 oraninda su ilave edilerek 80°C’de 15
dk boyunca inflizyona birakilmistir. Hazirlanan karisim siiziilmiistiir. Olusan siiziinti
121°C’de 15 dk otoklavlanmis ve oda sicakhigina kadar sogutulmustur. Inflizyonu
tamamlanmis karisimin i¢ine %15 kombucha kiiltiirii ve %10 siikroz eklenip aseptik
kosullarda fermantasyona birakilmistir. Antioksidan aktivite icin DPPH radikal siipiiriicii
aktivite metodu uygulanmistir. Sonuglar % giderimi olarak hesaplanmistir. Sonug olarak
brokoli fermantasyonu ile hazirlanan kombucha 6rnegi %12,51 giderim saglarken
1spanak ile hazirlanan kombucha %?20,80 giderim saglamistir. Sonug olarak brokoli ve
1spanak kullanilarak hazirlanan fermente kombucha {irlinlerinde antioksidan o6zellik
gozlenmistir. Ispanak ile hazirlanan kombucha {iriinii daha fazla antioksidan 6zellik

gostermistir.

Vazquez-Cabral vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada siyah ¢ay ve mese agaci yapraklarini
kullanarak  hazirladiklar1 kombucha Orneklerinin  oksidatif strese karsi ve
antienflamatuvar Ozelliklerini arastirmiglardir. Kombucha hazirlamak i¢in 1 g kuru

materyali 100 mL su icerisinde 80°C’de 10 dk boyunca infiizyona birakmislardir. 4500
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rpmde 10 dk santrifiij ettikleri 6rnekleri 0,5 mm membran filtre yardimiyla siizmiislerdir.
Elde ettikleri siiziintliye %10 siikroz, %2,5 kombucha kiiltiiri ve %10 kombucha
ekleyerek 25°C’de 7 giin boyunca fermantasyona birakmislardir. Aktive edilmis
monositlerde (makrofajlar) H202'nin neden oldugu oksidatif hasara karsi numunelerin
antioksidan aktivitesi arastirilmistir. Yapmis olduklari deney sonucunda 2 pg/mL
konsantrasyondaki kombucha 6rneklerinin oksidatif strese karsi sonuglart mese agaci
yapraklarindan hazirlanan kombucha icin 998 pmol Nitrat esdegeri iken siyah gay ile
hazirlanan kombucha i¢in 1003 pmol Nitrat esdegeri olarak bulunmustur.
Lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilan makrofajlar kullanilarak anti-enflamatuar aktivite
belirlenmistir. Sonuglar mese agaci yapragi i¢in 1935 pmol TNF alfa esdegeri iken siyah
cay ic¢in 2015 pmol TNF alfa esdegeri olarak bulunmustur.

Gaggia vd. (2019) yaptiklar1 ¢aligmada yesil, siyah ve kirmizi (rooibos, Aspalathus
linearis) cay1 kullanarak hazirladiklar1 kombucha 6rneklerinin antioksidan 6zelliklerini
arastirmiglardir. Kombucha 6rnekleri i¢in 8 g kuru bitki 6rnegini 1000 mL suda infiizyona
birakarak hazirlamiglardir. Fermantasyon siiresinin 7. ve 14. giiniinde ornekler alip
antioksidan testlerini yapmislardir. Antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in DPPH radikal
stiptiriicli aktivite ve demir indirgeme giicli (FRAP) metodunu uygulamislardir. Sonuglar
troloks standart antioksidanina karsi esdegerlik olarak oOlgtilmiistir. DPPH radikal
stiptiriici aktivite sonuglar1 fermantasyonun 7. giiniinde alinan 6rneklerdeki en yiiksek
antioksidan aktivite yesil ¢ayda (1,31+0,01 te/g) goriilmistiir. Siyah ¢ayda 0,87+0,01 te/g
tespit edilirken kirmiz1 ¢ayda 0,45+0,03 te/g olarak belirlenmistir. 14. giin sonuglarinda
ise yesil ¢ayda 0,98+0,01 te/g siyah ¢cayda 0,85+0,02 te/g ve kirmizi ¢ayda 0,41+0,01 te/g
olarak ol¢iilmiistiir. Demir indirgeme giicii sonuglar1 7. giin fermantasyon firiinleri igin
yesil cayda 1,75+0,06 te/g siyah ¢ayda 0,90+0,04 te/g ve kirmizi ¢ayda 0,52+0,01 te/g
olarak dl¢lilmiistiir. 14. giin fermantasyon iiriinleri i¢in demir indirgeme giicii dl¢iimleri
yesil ¢ayda 1,13+0,06 te/g siyah ¢ayda 0,86+0,03 te/g ve kirmizi ¢ayda 0,47+0,04 te/g
olarak belirlenmistir. Burada elde edilen sonucglara gore en iyi antioksidan aktiviteyi 7.
giinde alinan yesil cay 6rnegi gdstermistir. ikinci sirada siyah ¢ay bulunurken iigiincii
sirada ise kirmizi ¢ay bulunmustur. 14 giinliik fermantasyonun ardindan yapilan biitiin

testlerde antioksidan aktivite oranlarinda diisiis gézlenmistir.

Rahmani vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada Kuzey Afrikadaki insanlar tarafindan yaygin

tuketilen bir lahana turi olan Brassica tournefortii bitkisini kullanarak kombucha
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hazirlamiglardir. Bu ¢alismada 7 g bitki 6rnegi ile 1 litre kombucha hazirlanmis ve 14 giin
fermantasyona birakilmistir. Fermantasyon siiresi sonucunda alinan 6rneklerde DPPH
radikal siipiiriicii aktivite metodu kullanilarak antioksidan aktivite belirleme ¢alismasi
yapilmistir. Fermente edilmeden yapilan calismada DPPH radikal siiptiriicii aktivite
Brassica tournefortii bitkisi i¢in %10 iken kombucha fermantasyonu sonucu %25’e
cikmistir. Kombucha kiiltiirii ile yapilan fermantasyonun antioksidan kapasiteye etkisi

oldugu sonucuna ulasilmistir.

Villarreal-Soto vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada fermantasyon sartlarinin kombucha
tizerindeki sonuglarini aragtirmislardir. Bu ¢alismada siyah ¢ay kullanarak hazirladiklar
kombucha 6rneklerinden 7. ve 14. giinde aldiklar1 numulerden DPPH radikal siipiiriicii
aktivite tayini yapmislardir. Fermente edilmeyen siyah ¢ay ile karsilastirilan antioksidan
aktivite sonuglarinda 7 giinliik fermantasyon tiriinii %96,4, 14 giinliik fermantasyon tiriinii
ise % 96,3 olarak tespit edilmistir. Kombucha kiiltiirii ile fermantasyona maruz
birakilmayan siyah caymn DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi ise %70,9 olarak 6l¢iilmiistiir.
Sonug olarak fermantasyona maruz birakilan siyah ¢ayin antioksidan 6zelliginde artis

oldugu gozlemlenmistir.

Tu vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada soya peynir alti suyu kullanarak kombucha
hazirlamiglardir. Soya peynir alt1 suyu Asyada yaygin olarak tiiketilen soyafasiilyesinden
yapilan bir ¢esit peynir olan Tofunun hazirlanmasi sirasinda olugan peynir alti suyu,
kombucha iiretimi i¢in kullanilmistir. Hazirladiklar1 kombu ¢aylarinin antioksidan ve
anti-bakteriyel 6zelliklerini ¢alismislardir. 1:10 oraninda peynir alt1 suyuyla kombucha
hazirlamadan 6nce otoklavda steril etmislerdir. %1 oraninda siyah ¢ay ile infiize ederek
kombucha kiiltiiriinii eklemislerdir. Hazirlanan karisimi 7 giin boyunca fermantasyona
birakmigslardir. Antioksidan aktiviteyi test etmek icin DPPH metodu, ABTS radikal
stiptiriicli aktivite, demir indirgeme giicii 6l¢iimii (FRAP) ve indirgeme giicli 6l¢iimii
metotlarimi1  kullanmiglardir. Antioksidan testler i¢in farkli konsantrasyonlari test
etmislerdir. Test ettikleri konsantrasyonlar 2, 4, 6, 8, 10 mg/mL’dir. Deney sonuglarinin
timiinde antioksidan aktivitenin artan konsantrasyon ile dogrusal bir artis gosterdigini
belirlemislerdir. DPPH metodu sonuglari fermente edilmemis peynir alt1 suyu i¢in %5,22
ile 958,25 arasinda iken kombucha kiiltiirii ile fermente edilmis peynir alt1 suyu igin
%15,19 ile %93,19 arasinda bulunmustur. ABTS radikal giderici aktivite i¢in sonuglar

fermente edilmemis peynir altt suyu icin %18,31 ile %59,45 arasinda iken kombucha
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kiiltiiri ile fermente edilmis peynir altt suyu icin %30,01 ile %81,72 arasinda
bulunmustur. ABTS radikal siipiiriicii aktivite i¢in 4 mg/mL konsantrasyona kadar
antioksidan aktivitede dogrusal bir artis olmustur. Bu degerler 4 mg/mL’den fazla
konsantrasyonlar i¢in doygunluga ulastigindan dolay1 daha fazla artmamistir. Demir
indirgeme giicii 6l¢timii (FRAP) sonuglar1 fermente edilmemis peynir alt1 suyu i¢in 15,37
ile 253,24 uM FeSOs arasinda iken kombucha kiiltiirii ile fermente edilmis peynir alti
suyu i¢in 7,70 ile 681,03 uM FeSOs arasinda tespit edilmistir. Indirgeme giicii 6l¢iimii
metodunun sonuglar1 fermente edilmemis peynir alti suyu i¢in 0,08 iken kombucha
kiltiirii ile fermente edilmis peynir alt1 suyu i¢in 0,270olarak bulunmustur. Antimikrobiyal
aktivitenin belirlenmesi i¢in Gram positif: S. aureus ATCC6538 ve Gram negatif: E. coli
ATCC8099 ve Bacillus subtilis IMH-1 suslar1 kullanilmistir. Hazirlanan suslar tizerine
acilan 9 mm c¢aptaki kuyucuklara 100 pL 6rnek ekleyerek sonuglari test etmislerdir.
Hazirlanan kombucha 6rnekleri biitiin suslarda anlamli derecede antimikrobiyal etki
gostermistir. Peynir altt suyundan hazirlanan kombucha ornekleri i¢inde en yiiksek
antimikrobiyal aktivite E. coli tizerinde 190 mm ¢apta zonla gozlemlenmistir. Ayrica S.
aureus’ta 183 mm ve Bacillus subtilis ise 123 mm ¢apta zon gézlemlenmistir. Kombucha
kiiltiirii ile fermente edilmeyen peynir alt1 suyunda ise her 3 sus i¢cin 90 mm ¢apta zon

gbzlemlenmistir.

Ulusoy ve Tamer (2019) yaptiklari ¢aligmada siyah havug (Daucus carota L. ssp. sativus
var. atrorubens Alef.), karayemis (Prunus laurocerasus), giivem (Prunus spinosa) ve
ahududu (Rubus idaeus) kullanilarak iiretilen kombucha c¢aylarinin antioksidan
aktivitelerini arastirmislardir. Kombucha 6rneklerini hazirlamak i¢in 98°C’de kaynamis
1 litre musluk suyuna 60 g siikroz ilave ederek 15 dk sterilize edilmistir. 10 g yesil cay
ilave edilerek 10 dk inflizyonu saglanmistir. Yesil cay siiziilerek uzaklastirilmistir.
Hazirlanan karigim oda sicakligina kadar sogumaya birakilmigtir. Oda sicakligina gelen
karisimin i¢ine karayemis, giivem, ahududu 6rneklerinde %10 ilave edilirken siyah havug
konsantresinden %1 ilave edilmistir. Bu karisiminin igerisine %10 kombucha kiiltiirii
eklenerek  28+2°C’de  fermantasyona 40 saat fermantasyona birakilmustir.
Fermantasyonun ardindan siiziilerek +4°C’de tutulmustur. Antioksidan aktivitenin
belirlenmesi i¢cin DPPH, FRAP ve CUPRAC metotlar1 kullanilmistir. Fermente
edilmemis orneklerin sonuglart DPPH igin siyah havug 65, karayemis 64, glivem 65 ve
ahududu i¢in 73 pmol Trolox/g olarak bulunmustur. FRAP sonuglar ise siyah havug 66,

karayemis 55, giivem 58 ve ahududu i¢in 65 pmol Trolox/g olarak belirlenmistir.
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CUPRAC metodu sonuglar1 siyah havug 61, karayemis 43, giivem 32 ve ahududu i¢in 42
umol Trolox/g olarak tespit edilmistir. Kombucha kiiltiirii ile fermente edilen 6rneklerin
sonuclari; DPPH igin siyah havug 112, karayemis 82, giivem 98 ve ahududu i¢in 122
umol Trolox/g, FRAP metodu sonuglar1 siyah havug 285, karayemis 180, glivem 161 ve
ahududu i¢in 101 pmol Trolox/g, CUPRAC metodu icin ise siyah havug 80, karayemis
15, glivem 25 ve ahududu i¢in 38 pmol Trolox/g olarak bulunmustur. Calisma ekibi
fermantasyon siiresinin farkli substratlar kullanilarak hazirlanan kombucha 6rneklerinin

antioksidan o6zelliklerinde artis oldugunu ileri siirmiislerdir.

Vitas vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada siyah ¢ay ve yesil ¢ayin yaninda 6 tane farkli
substrat kullanarak kombucha hazirlamiglardir. Bunlar geyikotu (Satureja montana),
nane (Mentha x piperita), 1sirgan otu (Urtica dioica), yabani kekik (Thymus serpyllum),
miirver (Sambucus nigra) ve ayva (Cydonia oblonga)’dir. Bu ¢alisma i¢in kullanilan
ornekler fermantasyonun 3. giinii ve 10. giinii alinmistir. Hazirladiklart kombucha
orneklerinin antioksidan aktivitesini belirlemek i¢cin DPPH radikal siipiiriicti aktivite,
Hidroksil radikali stipiirme aktivitesi ve indirgeme giicii 6l¢iimii metotlar1 kullanilmustir.
Antioksidan aktivite i¢in siyah cay ve yesil ¢ay i¢in en iyi antioksidan aktiviteyi
gosterirken  siralamanin devami  su  sekildedir; yabani kekik>ayva>isirgan
otu>nane>geyikotu>miirver olarak belirlenmistir. Fermantasyon siirecinin antioksidan

aktiviteyi arttirdigini goriisiinii ileri siirmiislerdir.

Xia vd. (2019) yaptiklari ¢alismada soya siitiinii kullanarak kombucha hazirlamislardir.
Soya siitii hazirlamak i¢in soya fasiilyesini 1:8 oraninda su ile 24 saat maserasyona tabii
tutmuslardir. Hazirladiklar1 karisimi 4 defa siizerek 121°C’de 15 dk otoklavda steril
etmislerdir. Soyasiitii igerisine %35 oraninda kombucha sivisi ilave ederek 10 giin
fermantasyona birakmislardir. Ardindan 72 ve 96 saat 28-37°C’de inkiibasyona birakarak
olusturduklar1 fermente {irtinler {izerinde testler yapmuslardir. Antioksidan aktiviteyi
belirlemek i¢in DPPH, FRAP ve ABTS radikal siipiiriicii aktivite metotlarim
kullanmiglardir. DPPH metodu i¢in sonuglar 28°C’deki fermantasyonda serbest radikal
giderimi %75 iken 37°C’deki sonugta %68 bulunmustur. ABTS radikal giderici sonuglar
ise 28°C’deki fermantasyon fiiriinlinde %90 iken 37°C’deki {iirlinde %86 olarak
belirlenmigtir. FRAP metodu sonuglar1 28°C’deki iiriin i¢in 0,9 mM Trolox/g iken

37°C’deki iiriin i¢in 0,82 mM Trolox/g olarak gozlenmistir. Sonug olarak fermantasyon
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siiresine bagli olarak soyasiitii ile hazirlanan ombucha orneklerinin antioksidan

aktivitesinde bir artis gézlenmistir.

Yikmis ve Tuggim (2019) yaptiklar1 ¢alismada siyah gay ve feslegen (Ocimum
basilicum) kullanarak hazirladiklart kombucha 6rneklerini arastirmislardir. Kombucha
hazirlamak i¢in 1 litre suya %10 silikroz ve bitki materyalini ekleyerek 80°C’de 10 dk
inflizyona birakmiglardir. 0,5 mm por ag¢ikligi bulunan filtre kagitlarindan siizerek %10
kombucha kiiltiirii inokiile etmislerdir. Hazirladiklar1 6rnekleri aseptik kosullarda 24 +
3°C’de 10 fermentayona birakmiglardir. Kombucha hazirlamak i¢in %100 siyah ¢ay (A),
%100 feslegen (B), %75 feslegen+%?25 siyah cay (C) ve %50 feslegen+%50 siyah ¢aydan
(D) olusan 4 grup olusturmuslardir. Antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in DPPH ve
CUPRAC metodunu uygulamislardir. DPPH serbest radikal % giderim sonuglar1 A
ornegi i¢in 61,11+0,80, B 6rnegi i¢in 66,23+0,19, C 6rnegi 64,19+0,21 ve D 6rnegi i¢in
63,42+1,21 bulunmustur. CUPRAC serbest radikal % giderim sonuglart A 6rnegi icin
40,224+0,44, B 6rnegi icin 42,97+0,48, C 6rnegi 41,46+0,32 ve D 6rnegi icin 41,24+0,48
olarak tespit edilmistir. Total fenolik madde igerigini belirlemek i¢in Folin-Ciocalteu
yontemi uygulanmistir. Total fenolik madde icerigi sonuglari A 6rnegi i¢in 231,92+0,66
mg GAE/L, B 6rnegi igin 263,92+1,32 mg GAE/L, C 6rnegi 247,92+0,66 mg GAE/L ve
D o6rnegi igin 233,8344,12 mg GAE/L olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak feslegen
bitkisinin kombucha fermantasyonunda basarili bir sekilde kullanilacagi goriisiine
ulagsmuglardir. Ayrica fermantasyon siirecinin feslegen bitkisinin total fenolik igerigi ve

antioksidan aktivite 6zelligini arttirdigi goriisiinii bildirmislerdir.

Ziska ve Agustina (2019) yaptiklar1 ¢alismada kopek iiziimii (Solanum nigrum L.) bitkisni
kullanarak bir kombucha fraksiyonu hazirlayarak MCF-7 gogiis kanseri hiicre hatlar
iistiindeki etklierini arastirmislardir. Kombucha hazirlamak i¢in dncelikle kopek iiziimii
bitkisinin n-hekzan ile 6ziitii olusturulmustur. Bunun i¢in bitki materyali 40°C’de su
icerigi %10’dan daha az olacak sekilde kurutulmustur. Bitki 6ziitii i¢in 1:4 oraninda n-
hekzan ile 48 saat boyunca oda sicakliginda ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen 6ziitiin
¢Oziiciisii rotari evaporator ile uzaklastirildiktan sonra +4°C’de kullanilincaya kadar
saklandi. Daha sonra kombucha fermantasyonu igin kaynayan 3 litre suya %10 siikroz ve
%S5 yesil ¢ay yapraklarini ekleyerek 15 dk infiizyona birakmuslardir. Infiizyon sonucunda
bitki yapraklar1 uzaklastirilmis ve kombucha kiiltiirii eklenerek 25°C’de steril bir ortamda

8 giin boyunca fermantasyona birakilmistir. 8 giinliik fermantasyonun sonucunda olusan
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kombucha i¢eceginden %20 alinmis ve %20 siikroz eklenmistir. Bu karisima hazirlanan
kopek iiztimi ekstraktaindan %1,5 eklenerek toplam hacim distile su ile 200 mL’ye
tamamlanmistir. Fermantasyon i¢in iiriin 25°C’de steril bir ortamda 8 giin boyunca
birakilmistir. Sitotoksik etkiyi belirlemek i¢in MTT metodu uygulanmistir. Uygulama
icin 10-500 pg/mL konsantrasyonlarda 200 uL pipetlenmistir. Test sonuglarinda gore
sitotoksik aktivite bulunamamistir. Bunun nedeni olarak hazirladiklar1 kombucha
orneklerine SCOBY eklenmeden fermantasyona birakilmasi oldugunu ileri stirmislerdir.
Ayrica kopek tiziimii igerisinde bulunan etken biyoaktif maddelerin suda ¢6ziinebilir gibi
goriinmesine ragmen ¢oziinmemesi oldugu disiinlilmiistiir. Sitotoksik aktivitenin
belirlenmesi i¢in daha uygun fermantasyon kosullarinin saglanmasi gerektigini

Onermislerdir.

Zubaidah vd. (2019) yaptiklari calismada y1lan meyvesi (Salacca zalacca (Gaerth.) Voss)
kullanarak hazirladiklar1 kombucha 6rneklerinin antidiyabetik etkilerini in vivo olarak
arastirmiglardir. Kombucha hazirlamak i¢in yilan meyvelerinin kabugu soyulmus,
yikanmig ve kiiclik parcalara ayrilmistir. 1:1 oraninda su ilave edilmis ve %10 siikroz
eklenmistir. Hazirlanan karisim 65°C’de 30 dk pastorize edilmistir. Ardindan %210
oraninda kombucha iceceginden eklenmis ve 28+3°C’de aseptik kosullarda 14 giin
boyunca fermantasyona birakilmistir. Hayvan deneyleri igin erkek albino wistar ratlar
(vas: 2,5-3,0 aylik, viicut agirligi:150-200 g) kullanilmistir. Deney hayvanlari
streptozotosin kullanilarak diyabetik hale getirilmistir. Plasma glukoz seviyesi 250
mg/dL {izerinde olanlar diyabetik olarak siniflandirilmiglardir. Ardindan yilan meyvesi
kullanilarak hazirlanan kombucha 6rnekleri hergiin 5 mL/kg olacak sekilde oral olarak
28 gilin boyunca uygulanmistir. Biyokimyasal analizler i¢in SOD aktivitesi ve MDA
seviyeleri Olcililmiistlir. 28 giin sonunda kontrol grubu ratlarin plasma glukoz seviyesi
104,3+3,4 mg/dL, diyabetik ratlarin 413,3+8,3 mg/dL iken kombucha uygulanan grupta
ise 110,3+2,9 mg/dL olarak bulunmustur. Ayrica SOD seviyeleri kontrol grubu igin
52,7#1,8 unit/100 pL, diyabetik grup icin 18,7+1,4 unit/100 pL iken kombucha
uygulanan grup icin 44,6+1,9 unit/100 pL olarak tespit edilmistir. MDA seviyeleri
kontrol grubu i¢in 0,28+0,04 ng/100 pL, diyabetik grup i¢in 0,84+0,02 ng/100 pL iken
kombucha uygulanan grup i¢in 0,37+0,03 ng/100 pL olarak ol¢lilmiistiir. Sonug olarak
oksidatif stres gostergesi olan SOD ve MDA seviyeleri diyabetik grupta cok yiiksek
belirlenmigken, yilan meyvesi kullanilarak hazirlanan kombucha uygulanan ratlarda

kontrol grubuna yakin bulunmustur. Calisma ekibi yilan meyvesi kullanilarak hazirlanan

40



kombuchanin oksidatif strese kars1 biyokimyasal etkisi oldugunu 6nermislerdir. Ayrica
plasma glukoz seviyesi diyabetik grupta ¢ok yiiksek iken, yilan meyvesi kullanilarak
hazirlanan kombucha uygulanan ratlarda kontrol grubuna yakin oOlgiilmiistir. Bu
sonuglarla yi1lan meyvesi ile hazirlanan kombuchanin anti-diyabetik etkisi oldugu tespit

edilmistir.

Ahmed vd. (2020) yaptiklari ¢alismada siyah ¢ay, arpa ve piring olmak tizere farkli
substratlar kullanarak hazirladiklar1 kombucha orneklerinin biyolojik aktivitelerini
aragtirmislardir. Kombucha hazirlamak icin 4 g substratt 1 L kaynayan suda 15 dk
inflizyona birakmislardir. Daha sonra filtre kagid1 ile siizerek %7 siikroz ilave etmislerdir.
Hazirladiklar karisima %10 kombucha kiiltiirii ekleyerek 28+02°C’de 12 giin boyunca
fermantasyona birakmuslardir. Antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in DPPH metodu
kullanilmigtir. Caligma ekibi her 2 giinde 6rnek alip test etmislerdir. Sonuglar 6. ve 8.
giinde en yiiksek degerlerine ulagmistir. Serbest radikal giderimi 8. giinde Siyah cay
kombucha %89,37, arpa kombucha %76,19 ve piring kombucha %36,04 olarak
bulunmustur. Ayrica hazirladiklart kombucha 6rneklerini 76°C ve 100°C’de 10 dk
isitmiglardir. Sicaklikla birlikte antioksidan aktivitede diisiis gozlenmistir. Sonug olarak
fermantasyon siirecinin antioksidan etki gosterdigini vurgulamislardir. Ek olarak sicaklik

uygulamasinin antioksidan etkiyi diislirdiigilinii tespit etmislerdir.

Coskun ve Kayisoglu (2020) yaptiklari ¢alismada siyah cay, yesil cay, adagay1 (Salvia
fruticosa Mill.), nane (Mentha piperita L.) ve ihlamur (Tilia cordata) yapraklarini
kullanarak kombucha hazirlamiglardir. Kombucha hazirlamak i¢in 10 g bitki 6rnegini 1
L suda 15 dk kaynatarak infiize etmislerdir. Infiizyon sonunda bitki materyali
uzaklagtirilarak 70 g siikroz ilave edilmistir. Hazirladiklar1 karigimi 121°C’de 20 dk
otoklavda steril etmislerdir. Daha sonra orneklerin oda sicakligina kadar sogumasini
beklemislerdir. Hazirladiklar1 karisima 7 g kombucha Kkiiltiirii ekleyerek 24 + 1°C’de
fermantasyona birakmislardir. Hazirladiklart kombuchalarin fermantasyonun 3, 7, 10 ve
14. gliniinde 6rnekler alip antimikrobiyal testlerini yapmislardir. Hazirladiklar1 6rnekleri
Lactobacillus, Lactococcus, maya ve asetik asit bakteri suslarma uygulamislardir.
Antimikrobiyal aktivite sonuclarini, olusan zon caplarini Olgerek belirlemislerdir.
Uygulanan biitiin suslarda antimikrobiyal aktivite belirlenmistir. 3 giinliik fermantasyon
sonucunda Lactobacillus suslarinda en iyi antimikrobiyal aktivitenin ihlamur ile

hazirlanan kombucha oldugunu tespit etmisler. Lactococcus ve maya igin ise 3 giinliik
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fermantasyon sonucunda siyah ¢ayin en iyisi oldugu belirlenirken asetik asit bakterileri
icin 3 giinliik fermantasyon sonucunda adagayi ile hazirlanan kombuchanin en iyisi
oldugunu belirlemislerdir. 7 giinliik fermantasyon iiriinlerine bakildiginda Lactobacillus
ve Lactococcus i¢in en 1yi Ornegin yesil ¢ay ile hazirlanan kombucha 6rnegi oldugu
goriiliirken maya i¢in thlamur asetik asit bakterisi i¢in ise adagay1 oldugu goriilmektedir.
10 giinliik fermantasyon iiriinleri incelendiginde Lactobacillus i¢in en iyi 6rnegin thlamur
oldugu gozlemlenirken Lactococcus icin yesil cayin maya ve asetik asit bakterisi i¢in
adacaymin en iyi antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. 14 giinliik
fermantasyon tiriinleri incelendiginde Lactobacillus ve maya i¢in yesil ¢cay Lactococcus
icin adagayi asetik asit bakterisi i¢in thlamur ile hazirlanan kombuchanin en iyi oldugu

goriilmiistir.

Zhang vd. (2020) yaptiklar1 ¢alismada japon giilii (Rosa rugosa Thunb.) ve hiinnap
(Ziziphus jujuba Mill.) bitkilerini kullanarak hazirladiklart kombucha &rneklerinin
biyolojik aktivitelerini arastirmiglardir. Kombucha hazirlamak i¢in o6nce inokiil
hazirlamislardir. 10 g siikroz ve 1 g siyah ¢ay1 100 mL steril suyun i¢inde 85°C’de 20 dk
infiize etmislerdir. Ardindan siyah cay1 siizerek uzaklastirmislardir. Daha sonra
kombucha kiiltiirii ekleyerek 30°C’de fermantasyona birakmislardir. Bitki 6rneklerinden
kombucha hazirlamak i¢in 10 g toz haline getirilmis bitki 6rnegi ile 2 g siikroz, 0,02 g
askorbik asit ve 2 mL infilize edilmis siyah ¢ay1 180 mL suya ekleyerek 121°C’de 15 dk
otoklavda steril etmislerdir. Daha 6nceden hazirladiklar1 inokiilden 20 mL ekleyerek
30°C’de 10 giin boyunca fermantasyona birakmislardir. Antioksidan aktivite icin DPPH
ve indirgeme giicii 6l¢iimii metotlarini kullanmislardir. DPPH radikal giderim sonuglari
10 giinliik fermantasyonun ardindan hiinnap bitkisinden hazirlanan kombucha i¢in %77,8
bulunurken japon giilii igin %73 olarak bulunmustur. Indirgeme giicii 6l¢iimii absorbans
sonugclar ise hiinnap bitkisinden hazirlanan kombucha i¢in 0,76 bulunurken japon giilii
icin 0,64 olarak tespit edilmistir. Sonug olarak aragtirma ekibinin bulgular1 hiinnap bitkisi
ve japon giilii kullanilarak hazirlanan kombucha ornekleri i¢in fermantasyonun ilk
giinlerine gore 10. giin daha fazla antioksidan aktivite gosterdigi yoniindedir. Kombucha
kiiltiiri ile yapilan fermentsayon sonucunda antioksidan ozellik bakimindan artis

gozlenmistir.
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2.8 Tezin Amaci

Bu ¢alisma kapsaminda yiizyillardir geleneksel olarak tiiketilen siyah ve yesil cay ile
hazirlanan kombu ¢ayinin yaninda alternatif olarak tiretilebilecek yeni fermente iiriinler
amaglanmaktadir. Bu amag icin halk arasinda dag ¢ayi olarak bilinen ve endemik altinbag
cay1 (S. bilgerana) kullanilacaktir. Ayrica Nigde bolgesine 6zgii bir endemik olan Nigde
yogurtotu (G. nigdeense) kullanilacaktir. Endemik bitkilerin yani sira igerisindeki
allantoin maddesinden dolay1 terapétik etkilere sahip olan derman otu (P. lanceolata)
kullanilacaktir. Hazirlanan kombu c¢aylarinda elde edilen fermente iirlinlerin biyolojik
aktiviteleri arastirilacaktir. Biyolojik aktivitelerin arastirilmasi i¢in fermente iriinlerin
anti-oksidan ve anti-mikrobiyal 6zellikleri ¢alisilacaktir. Ayrica elde edilen fermente
tirtinlerin anti-kanserojen etkilerini belirlemek i¢in kolon kanseri hiicre hatlarinda (CaCo-
2) sitotoksik aktiviteleri arastirilacaktir. Elde edilecek sonuglarin literatiire kazandirilmasi

ve daha ileri ¢alismalarda kullanilmasi da 6nemli ¢iktilarindan olacaktir.
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BOLUM 11

MATERYAL VE METOT

3.1 Araziden Orneklerin Toplanmasi

Calisma alani olarak secilen Kiziltepe, Bolkar Daglari’nin alpin kusaginda (2500-3500
m) yer almaktadir. Alanin ¢ok Onemli endemik ve lokal endemik bitki tiirlerini
barindirdig1 saptanmistir. Calisma alanin1 Bolkar Daglarinin Nigde il sinirlar1 icerisinde
kalan Kiziltepe ve cevresi olusturmaktadir. Kiziltepe, Ulukisla Ilgesinin Giineyinde

Maden, Alihoca ve Horoz Koyleri tizerinde bulunmaktadir.

i
4 SKatranci

Sekil 3.1. Calisma alaninin genel goriiniimii

S. bilgerana ve G. nigdeense endemik bitkileri bu lokaliteden toplanmistir. P. lanceolata
bitki 6rnegi ise Nigde ili kent ormani civarindan toplanmistir. Siyah ¢ay ve yesil ¢ay (C.
sinensis) ornekleri ise lokal bir marketten satin alinmustir. Toplanan bitki ornekleri
yabanci ot pargalari, toprak ve boceklerden arindirilmak i¢in ayiklanmigtir. Daha sonra
bitki 6rnekleri bol su ile 3 defa yikanmstir. Yikanan bitki 6rnekleri fosfat tamponu (PBS)
ile temizlenmistir. En son distile sudan gecirilerek kurutma kagitlar1 lizerinde suyu

kuruyana kadar bekletilmistir. Bu siire yaklasik 60-90 dakika arasidir.
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Sekil 3.2. Ornek bir bitki kurutma gériintiisii

Uzerindeki distile su uzaklastirilan bitki &rnekleri uygun kaplara konularak -80°C
dondurucuya yerlestirilerek 24 saat boyunca donduruldu. Ardindan liyofilizasyon
islemine tabi tutularak, yapisinda bulunan aromatik sekonder bilesiklerin uzaklastirilmasi
engellenerek, sadece doku igerisinde bulunan su uzaklastirilarak, bitki 6rneklerinin
kirtllgan olan kuru hali elde edilmis oldu. Bitki 6rneklerinin liyofilize edilmesindeki en
Oonemli amag¢ bitki Orneklerinin i¢inde bulunan bilesiklerin normal kurutmayla
uzaklagmasinin dniine gegmekti. Bu metod ile bitkileri asil biyoaktif 6zelligini kazandiran
sekonder metabolitlerin miktarinin azalmasi 6nlenmis oldu. Daha sonra liyofilizasyon
metodu ile kullanilarak kurutulan bitki 6rnekleri mekanik pargalayici ile pargalanip toz
haline getirilmistir. Toz haline getirilen Ornekler uygun kaplara konularak deneyler

yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2 Bitki Orneklerinin Oziitlerinin Hazirlanmasi

3.2.1 Soxhlet ekstraksiyonu

Bitki materyallerinden biyoaktif bilesiklerin kalitatif ve kantitatif ¢caligsmalar1 ¢ogunlukla
uygun ekstraksiyon yonteminin se¢imine dayanir (Sasidharan vd., 2011). Ekstraksiyon,
herhangi bir bitki ¢alismasinin ilk adimidir ve nihai sonug tizerinde 6nemli bir rol oynar.
Biyoaktif bilesikler, yapraklar, gévde, ¢i¢cek ve meyveler gibi ¢esitli bitki kisimlarindan
tanimlanabilir ve karakterize edilebilir. Bitki materyallerinin ekstraksiyonu cesitli
ekstraksiyon prosediirleri ile yapilabilir. Sentetik ve organik kimyasallarin kullaniminin
azalmasi, ¢alisma siiresinin kisalmasi ve daha iyi ekstrakt verimi ve kalitesi nedeniyle

daha cevre dostu olan geleneksel olmayan yontemler son 50 yilda gelistirilmistir.

Tipik olarak, bitkilerin biyoaktif bilesikleri ikincil metabolitler olarak iiretilir. Biyolojik
sistemin tiim bilesikleri iki genis alana boliinebilir. Biri, karbonhidratlar, amino asitler,
proteinler ve lipitler gibi biiylimeyi ve gelismeyi amaglayan kimyasal maddeler olan
birincil metabolitlerdir. Bir digeri, bitkilerin cevreleriyle etkilesime girmelerine izin
vererek zorluklarin iistesinden gelme ve hayatta kalma yeteneklerini artirmaya yardimci
olduguna inanilan birincil metabolitler disindaki bilesik grubu olan ikincil
metabolitlerdir. ikincil metabolitler arasinda bu maddelerin bazilar1 biyoaktif olarak
kabul edilen biyolojik sistemler lizerinde etkiye sahiptir. Bu nedenle bitkilerdeki biyoaktif
bilesiklerin basit bir tanim1 sudur: insan ve hayvanlarda farmakolojik veya toksikolojik
etkiler ortaya ¢ikaran ikincil bitki metabolitleridir (Bernhoft, 2010).

Bitki materyallerinden biyoaktif bilesikler, cesitli klasik ekstraksiyon teknikleriyle
ekstrakte edilebilir. Bu tekniklerin ¢ogu, kullanimdaki farkli ¢oziiciilerin 6ziitleme
giicline ve 1s1 veya karigtirma uygulamasina dayanmaktadir. Bitkilerden biyoaktif
bilesikler elde etmek i¢in, mevcut klasik teknikler: (1) Soxhlet ekstraksiyonu, (2)
Maserasyon ve (3) Hidrodistilasyondur. Soxhlet ekstraktor ilk olarak Alman kimyager
Franz Ritter Von Soxhlet (1879) tarafindan icat edildi. Esas olarak lipit ekstraksiyonu i¢in
tasarlanmisti, ancak gliniimiizde sadece bununla smirli degil. Soxhlet ekstraksiyonu,
cesitli dogal kaynaklardan degerli biyoaktif bilesikleri ¢ikarmak i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yeni ekstraksiyon alternatiflerinin karsilastirilmasinda model olarak

kullanilir.
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Soxhlet ekstraksiyon yontemini uygulayabilmek i¢in bitki ©Ornegi kurutulur, bir
parcalayici yardimiyla kiiciik parcalara ayrilir ve bu pargaciklar seliilozdan yapilmis olan
ekstraksiyon kartusuna doldurulur. Ekstraksiyon Kkartusu daha sonra ozellikle ilgili
¢Oziicliyll igeren damitma sisesine yerlestirilir ve bir 1sitict ile ¢oziiciiniin buharlagsmasi
saglanir. Buharlasan ¢oziicii ekstraksiyon kolundan gecerek geri sogutucuya ulasir. Geri
sogutucu araciligiyla yogunlasan ¢oziicli tekrar ekstraksiyon koluna gelerek kartug
icerisinde bulunan materyalin ¢dziinmesini saglar. Bir tagsma seviyesine ulastiktan sonra,
ekstraksiyon kartusu i¢inde bulunan ¢oziinmiis madde bir sifon ile aspire edilir. Sifon,
¢oOzeltiyi damitma sigesine geri ylikler. Bu sayede ¢oziinen madde damitma sisesine gecer
ve orada kalir. Coziicii tekrar buharlasarak bu islem ekstraksiyon tamamlanana kadar
devam eder (Azmir vd., 2013).

Sekil 3.3. Bitki drneklerinin soxhlet ekstraksiyonu genel goriiniimii

Bu tez calismasinda kullanilan bitki Orneklerinin degerli biyoaktif bilesenlerinin
cikartilacak olan oziitte daha fazla miktarda elde edilmesi i¢in soxhlet ekstraksiyonu
tercih edildi. Soxhlet ekstraksiyonu i¢in bitki 6rnekleri 30 g tartild1 ve 250 mL hacimdeki
ekstraksiyon kartusu igerisine yerlestirildi. Damitma sisesi igerisine 250 mL etanol

eklendi. Coziicii olan etanoliin kaynama noktasina kadar 1sitild1 ve bu sicaklikta 6 saat
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boyunca ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Ekstraksiyon iglemi 6 saatte tamamlanan

ornekler alinarak ¢oziicii rotari evaporatdr araciligi ile uzaklastirild.

Sekil 3.4. Rotari evaporator ile ¢oziiciintin uzaklastirilmasi

3.3 Kombu Caylarimin Hazirlanmasi

Kombucha hazirlamak i¢in daha Once yapilan c¢aligmalardan faydalanilmistir. Bu
calismalar sonucunda veriler degerlendirilerek ideal sartlar belirlenmis ve kombucha
hazirlanmistir. Kombucha hazirlanmasi ile ilgili literatiir bilgileri derlenerek asagida

sunulmustur.

Cetojevic-Simin vd. (2008) yaptiklari galismada 1 litre musluk suyuna 70 g sukroz ilave
ederek 5 dakika kaynatmistir. Ardindan 5 gram kurutulmus bitki 6rnegini ekleyip 15
dakika demlenmeye birakmistir. Demlenme ardindan bitki 6rneklerinin siiziilerek
sicaklik yaklasik 30°C olana kadar bekletmistir. Daha sonra %10 inokulasyon ile
kombucha mantar1 eklemis ve 28°C’de fermantasyona birakmustir (Cetojevi¢-Simin vd.,
2008).

Fu vd. (2014) yaptiklart caligmada 3 gram kuru materyali 400 mL kaynayan su igine

daldirip 20 dk kaynatmis ve siizmiis ardindan %35 sukroz ilave edip ¢6ziinmesi saglamis.
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Daha sonra 200 mL hazirlanan ¢ay1 500 mL erlenmayere koyup 115°C’de 15 dk steril
etmistir. Oda sicakligina kadar soguduktan sonra %35 inokiilasyonla kombucha kiiltiirii

ilave edilmis ve 30°C’de 90 saat inkiibe edilmistir (Fu vd., 2014).

Rahmani vd. (2019) yaptig1 ¢alismada 77 gram sukrozu 1100 mL musluk suyunda
¢ozdiikten sonra 90°C’ye 1sitip 10,5 gram kuru bitki yapragini kiiglik pamuk kese
igerisinde ilave etmis ve 15 dk kaynatmistir. Ardindan hazirlanan ¢ayin 25-30°C arasinda
oda sicakliginda sogumaya birakmistir. Daha sonra 7 gram kombucha Kkiiltiiriinii ilave

edip ayni1 ortamda 14 giin fermantasyona birakmislardir (Rahmani vd., 2019).

Gaggia vd. (2019) yaptiklar1 calismada 3 farkli denleme siiresi kullanmiglardir.
Birincisinde 1 L musluk suyu igerisinde 80 g sukroz ¢dziindiirdiikten sonra 8 g bitki
ornegi ilave ederek 3 dk 74°C’de, ikincisinde 3 dk 95°C’de ve iigilinciisiinde ise 10 dk
95°C’de demlemistir. Hazirlanan g¢aylar1 121°C’de 20 dk steril ettikten sonra %10
kombucha kiiltiirii ile inokiile ederek 27+1°C’de 14 giin fermantasyona birakmistir
(Gaggia vd., 2019).

Vohra vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada %2 demleme materyali ve %10 karbon kaynagi
(sukroz) iceren suyu 10 dk kaynatmistir. Ardindan oda sicakligina kadar sogumasini
beklemistir. Daha sonra %10 inokiilasyonla oda sicakliginda fermantasyona birakmustir.
Fermantasyon siireleri ise 7, 14, 28, 60 giin olarak uygulamiglardir (Vohra vd., 2019).

Vitas vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada 1 L musluk suyunu kaynatip igine 1,5 g 6rnek ve
70 g sukroz ekleyip 5 dk kaynatmislar. daha sonra cay alinmis ve 15 dk daha
kaynatilmistir. Ardindan 25°C’de sogumaya birakilmistir. %10’luk inokiilasyonla 3, 7 ve
10 giinliik fermantasyona birakilmistir (Vitas vd., 2019).

Tuvd. (2019) yaptiklari ¢alismada 100°C’de kaynayan suyun icerisine %10 sukroz koyup
5 dk daha kaynatarak ¢oziinmesini saglamislardir. Ardindan %1 bitki materyali konularak
15 dk demlenmistir ve oda sicakliginda sogumaya birakilmustir. %10 oraninda kombucha

kiiltiirii eklenip 28°C’de 7 giin fermantasyona birakilmistir (Tu vd., 2019).
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Yikmis ve Tuggiim (2019) yaptig1 calismada 10 g bitki metaryali ve 100 g sukrozu 1 L
suda 80°C’de 10 dk bekletmistir. Ardindan %10 kombucha kiiltiirii ekleyerek 27°C’de 10
giin fermantasyona birakmustir (Yikmis ve Tuggiim, 2019).

Villarreal-Soto vd. (2019) yaptiklari calismada 10 g siyah cay yapraklarini 1 L kaynayan
suya ekleyerek 80°C’de 15 dk inflizyona birakmiglardir. Cay yapraklari alinarak 70 g
sukroz eklenmistir ve infiizyon oda sicaklifina gelene kadar (25°C) sogumaya
birakilmistir. 40 g/L kombucha kiiltiirii ile inokiile edilmistir ve oda sicakliginda (25°C)
21 giin fermantasyona birakilmstir (Villarreal-Soto vd., 2019).

Ziska ve Agustina (2019) yaptiklari ¢alismada kaynamakta olan 3 L suya %10 sukroz ve
%S5 yesil cay ekleyerek homojen olana kadar karistirmiglardir. Karisim oda sicakliginda
15 dk sogumaya birakilmistir. %10 kombucha kiiltiirii ile inokiile edilmis ve 25°C’de 8

giin fermantasyona birakilmustir (Ziska ve Agustina, 2019).

Literatiirdeki ¢alismalardan yola ¢ikilarak kombu c¢aylar1 hazirlandi. Kombu caylarini
demlemek i¢in kullanilacak olan su otoklavda steril edildi ayrica fermantasyon siiresince
icinde bulunacak olan kavanozlarda otoklavda steril edildi. Her bir 6rnek icin 3 L
kombucha hazirlandi. Kombu ¢aylarinin hazirlanmasinda literatiirde belirtilen litre basina
7 g kuru 6rnek tercih edildi. Tez ¢aligmasi kapsaminda 5 grup hazirlandi. Bunlar siyah
cay, yesil ¢ay, S. bilgerana, Galium nigdeense (endemik) ve P. lanceolata (endemik
degil) bitkileridir.
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Sekil 3.1. Orneklerin inflizyonu

Kombu ¢ay1 icin her 6rnekten litre basina 7 g olmak lizere 21 g 6rnek hassas terazide
tartilarak cay demlemek i¢in kullanilan silizgecin igerisine yerlestirildi. Daha sonra litre
basina 70 g sukroz olacak sekilde 4 grup igin 210 g seker tartilarak hazir hale getirildi.
Steril edilmis olan sudan 3 L temiz bir tencereye alinarak kaynayana kadar 1sitilmistir.
Kaynayan suyun i¢ine sukroz atilarak 5 dk daha seker tamamen c¢oziillene kadar
kaynatilmistir. Ardindan 1s1 kaynagindan alinan suyun igine hazirlanmis olan bitKi
ornekleri daldirilmis ve 60 dk infiizyona birakilmistir. Orneklerin infiizyonu Sekil 3.1.’de
gosterilmistir. 60 dk sonra daldirilan bitki 6rnekleri ¢ikarilarak ¢ayin temiz bir ortamda
oda sicakligina 25-30°C’ye gelene kadar sogumasina izin verilmistir. Ardindan
demlenmis olan ¢aylar steril edilmis olan 3 litrelik kavanozlara alinmistir ve igine %10
inokiilasyon i¢in kombu cay1 kiiltiirii konulmustur. Kombu c¢ay1 kiiltiirleri Shaman’s
Secret isimli Istanbul ilinde faaliyet gdsteren bir firmadan temin edilmistir. Alinan
kiiltiirler steril ortamda paketlenmis ve kullanilincaya kadar hi¢ ag¢ilmamustir.
Inokiilasyon yapilacagi zaman paketleri acilarak infiizyon olan ¢aylara eklenmistir.
Shaman’s secret firmasindan temin edilen kombu cay1 kiiltirleri Sekil 3.2.°de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.2. Kullanilacak olan kombu kiiltiirleri

Daha sonra igerisine kombu mantari ilave edilmis olan drnekler sicakligi 28°C olarak
ayarlanan iklim dolabinda temiz ve steril bir ortamda fermantasyona birakildi. Orneklerin

iklim dolabinda goriintiisii Sekil 3.3.te gosterilmektedir.

Sekil 3.3. Orneklerin iklim dolabinda fermantasyona birakilmas:
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Calisma kapsaminda 1., 7. ve 14. giin fermantasyon siireleri i¢in ilgili zamanlarda 1 L
ornek kavanozlardan ¢ekildi. Alinan drnekler vakum pompasi kullanilarak nuge hunisi ve
whatman kagidi ile siiziilerek temiz ve steril edilmis kaplara nakledilerek dondurulmaya
hazirlandi. 250 mL’lik uygun kaplara konularak hizlica -80°C’ye tasinda ve 72 saat

boyunca donduruldu. Orneklerin vakum altinda siiziilmesi Sekil 3.4.’te gosterilmektedir.

Sekil 3.4. Orneklerin siiziilmesi ve dondurulmaya hazirlanmasi

Sekil 3.5. Orneklerin -80°C’de dondurulmasi
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Dondurma isleminin ardindan 6rnekler 24 saat liyofilize edilerek toz formlar1 hazir hale
etirildi. Stok olan bu ornekler kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Liyofilizasyon islemi Telstar LyoQuest marka cihaz ile ger¢eklestirildi.

Sekil 3.6. Orneklerin liyofilizasyonu

Kombu cay1 ornekleri liyofilize edildikten sonra toz haline getirilde ve -20°C’de
kullanilincaya kadar depolandi. Liyofilize edilen orneklerin toz formlar1 Sekil 3.7.’de
gosterilmektedir. Ornekler daha sonra spatiil yardimiyla mekanik olarak ezilerek daha da

kiiciik toz haline getirilmistir.
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Sekil 3.7. Liyofilizasyon sonunda toz haline gelen 6rnekler

3.4 Anti-mikrobiyal Ozelliklerin Belirlenmesi

Fermente metobolitleri igeren liyofilizatin, antimikrobiyal aktivitesi, bazi 6nemli patojen
bakterilere (Escherichia coli O157:H7-ATCC 35150, Salmonella enterica subsp.
enteritica ATCC13311, Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300, Pseudomonas
aeroginosa ATCC 27809, Listeria monocytogenes) karsi arastirilmistir. Bu amagla; BHI
stvi besiyerinde 37°C'de 18 saat gelistirilen patojen suslar 5 mL yari-kat1 besiyerine
inokiile edildi (107 kob/mL) ve ayn1 besiyerini iceren kat1 agar yiizeyine yayildi. Kat1 agar
ylizeyinde a¢ilan 6 mm boyutundaki kuyulara, fermente metobolitleri i¢eren liyofilizat
(Img/mL) 100 pL olacak sekilde aktarildi. 37°C'de 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda

kuyucuklarin etrafinda meydana gelen inhibisyon zonlar1 mm olarak 6l¢iildii.

3.5 DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Soliisyonlarin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
serbest radikali kullanilarak belirlendi. Brand-Williams vd. (1995), tarafindan 6nerilen
yontem deney sartlarinin gerektirdigi bazi degisiklikler yapilarak gerceklestirildi (Brand-
Williams vd., 1995). Deney tiiplerine 1 mg/mL konsantrasyonlarda 150 pL o6rnek
pipetlendi. Deney tiiplerinin tizerine 1mM DPPH ¢ozeltisinden 100 puL pipetlenerek oda
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sicakliginda 151k gegirmeyen bir yerde 30 dk inkiibasyona birakildi. Kontrol olarak
askorbik asit kullanildi. Askorbik asitin distile su ile 1 mg/mL konsantrasyonlarinda
hazirlandi. Deneyler 3 paralel olarak gerceklestirildi. Inkiibasyonun ardindan 517
nm’deki absorbanst metanolden olusan kore karsi kaydedilmistir. Azalan absorbans
geriye kalan DPPH ¢ozeltisi miktarini yani serbest radikal giderme aktivitesini vermistir.

Yiizde DPPH radikal siipiiriicii aktivite asagidaki denkleme gore hesaplanmustir:

Radikal stiptirme giicii (%) = (%) * 100

3.6 Bakar (II) Indirgeyici Antioksidan Kapasite Yontemi (CUPRAC)

Bu calisma i¢in 2,5 mL’lik santrifiyj tiiplerine 500 pL Bakir (IT) Kloriir (CuCl2) ¢ozeltisi
ve 500 uL Amonyum Asetat (I M pH:7,0) ¢6zeltisi konuldu. Her tiipe 500 uL
Neokuproin (Ci4aH12N2) (7,5x10° M) ¢ozeltisi eklendi. Tiiplere 1 mg/mL
konsantrasyonda 100 pL liyofilizat ¢ozeltisi konuldu ve distile su ile 550 pL’ye
tamamlandi. Kor numuneleri i¢in ekstrakt yerine distile su konuldu. Oda sicakliginda ve
su banyosunda (50°C’da) 30 dk inkiibe edildi. 450 nm’deki absorbansi kér numune’ye
kars1 okundu ve standart olarak askorbik asit kullanild1 (Apak vd., 2006).

3.7 Indirgeme Giicii Ol¢iimii

Kombu cay1 6rnekleri liyofilizatlar1 1 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanarak 5 mL’lik
tiiplere kondu. Orneklerden 100 uL alindi. Kontrol tiipiine ise drnek yerine etanol
yerlestirildi. Her tiipe 2,5 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH: 6,6) ve 2,5 mL % 1°lik potasyum
ferri siyaniir ilave edilerek karigim su banyosunda 50 C’de 30 dk. inkiibasyona birakildi.
Su banyosundan alinan tiiplerin tizerine 2,5 mL % 10'luk Trikloro asetik asit (TCA)
eklenip tiipler, 6000 rpm’de 15 dk santrifiij islemine tabii tutuldu. Santrifiij sonucu ayrilan
stipernatandan 2,5 mL alinarak tizerine 2,5 mL distile su ve 0,5 mL % 0,1'lik FeClz.6H20

¢ozeltisi ilave edildi. Orneklerin 700 nm’deki absorbans: distile suya kars1 okundu.
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3.8 Total Fenol icerigi

Total fenol igerigi, Folin—Ciocalteau reaktifi kullanilarak, Singleton ve Rossi’nin
yontemine gore uyarlanmustir. Folin-Ciocalteau yontemi, fenolik bilesiklerden alkali
ortamda elektronlarin fosfomolibtik ve fosfotungistik asitlere tasinarak mavi renkli
bilesiklerin olusumuna dayanmaktadir, olusan bu bilesikler ortalama 760 nanometre’de
(nm) spektrofotometrik olarak okunmaktadir. 1 mg/mL hazirlanan kombu c¢ay1
liyofilizatlarinda 0,1 mL alinarak 1 mL Folin—Ciocalteau ¢6zeltisine (10 kez seyreltilmis)
eklenerek 5 dk inkiibe edildi. Uzerine 1 mL %7,5 lik sodyum bikarbonat soliisyonu
eklendi. Ornekler 90 dk inkiibasyondan sonra 765 nm’de absorbanslar1 okundu. Sonuglar

gallik asit standartlarina gore hesaplandi (Singleton ve Rossi, 1965).

3.9 Anti-kanserojen Aktivitenin Belirlenmesi

3.9.1 Kolon adenokarsinoma (CaCo-2) hiicre hattinin hazirlanmasi

Calismamizda kolon adenokarsinomada farkli substratlar kullanilarak hazirlanan kombu
cay1 Orneklerinin sitotoksik etkilerini belirlemek tizere CaCo-2 hiicre hatti kullanilmistir.
CaCo-2 Ankara Universitesi Biyoloji boliimiinden temin edilmistir. Hiicre hatt1
calismalar1 Ankara Universitesi Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda  yiiriitiilmiistiir.
Kriyotiip i¢inde saklanan hiicreler 37°C’deki steril su banyosunda kisa siirede ¢ozdiiriildii
ve kriyotiipler olas1 bir kontaminasyonu 6nlemek i¢in %70’lik alkolle silinerek laminar
akimli kabine alinmistir. Hiicreler hafifce pipetlenerek homojen hale getirilmistir.
Homojen haline gelen karisim %20 Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, USA),
%1 Penisilin/Streptomisin (Sigma-Aldrich, USA), 2,2 g/L Sodyum bikarbonat igeren
DMEM (pH 7) (Sigma-Aldrich, USA) kiiltiir besiyerinin oldugu 15 ml’lik steril tiipe
alimmugtir. 1000 RPM devirde 5 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
tiip alkolle silinerek laminar akimli kabine tekrar alinmistir. Falkon tiipiindeki slipernant
pipet yardimiyla ¢ekilip alinmais, altta kalan pellet kismina %20 fetal bovine serum (FBS),
%1 penisilin/streptomisin igeren DMEM besiyeri eklenerek homojen hale getirilmistir.
Hiicreler 25 cm?2’lik hiicre iiretme kabina (flask) alinmistir. Flask 37°C’deki %5
karbondioksit ortamini saglayan inkiibatére koyulmustur. Flasklar her giin invert
mikroskop altinda kontrol edilmis ve 2-3 giinde bir mediumlar1 degistirilmis, konfluent

duruma gectiginde pasajlanarak ¢ogaltilmiglardir.
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3.9.2 Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlanma (subkiiltiire) islemleri amaciyla, flasklar inkiibatérden alinarak
alkolle silinmis ve laminar akimli kabine alinmistir. Hiicreleri kaplayan kiiltiir ortami
(medium) pipet vasitasiyla ortamdan uzaklastirilmistir. Hiicre ve serum artiklarinin
ortamdan uzaklastirilmast amaglanarak flaska fosfat tampon soliisyonu (PBS)
eklenmistir. PBS pipet yardimiyla uzaklastirilmis ve 3 mL tripsin EDTA soliisyonu
eklenmistir. Tripsin EDTA eklenmis flasklar inkiibatore alinarak 8-10 dakika
bekletilmistir. Bu siire sonunda invert mikroskopta hiicrelerin kiiltiir kabindan ayrildig1
goriildiigiinde flaska besi yeri ilave edilmistir, karigim steril tiipe alinarak 5 dakika 1000
RPM’de santrifiij edilmistir. Stipernatant atilmis, pellet kismina kiiltiir ortam1 eklenerek
homojenizasyonu saglamistir. Hiicrelerin bir kismu ilerleyen zamanlarda kullanilmak
tizere %20 Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, USA) ve %10 dimetil stilfoksit
(DMSO) (Sigma-Aldrich, USA) iceren dondurma kiiltiir vasatinda 1,5 ml’lik vialler
icerisinde dondurularak -80°C’de muhafaza edilmistir. Hiicrelerin diger kismima %20
fetal bovine serum (FBS), %1 penisilin/streptomisin iceren DMEM besiyeri eklenerek
homojen hale getirilmis ve 75 cm?lik hiicre kiiltiir kaplarina almarak inkiibatore

konulmustur.

3.9.3 Hiicre yogunlugunun belirlenmesi ve hiicre canhlik analizi

Hiicre kiiltiir kaplarinda (75 cm?) %70-80 oraninda yogunluga ulasan hiicreler tripsin ile
muamele edilip hiicre kiiltiir kabindan ayrilmas1 saglanarak falkon tiipiine alinnus ve
santifiij islemi uygulanmistir. 1 mL FBS icermeyen hiicre kiiltiir besiyeri eklenen hiicre
stispansiyonu 1:1 oraninda Tripan Blue boyasi ile karistirilmis ve karisim Thoma lamina
aliarak sayilmistir. Tripan Blue ile boyama sonrasinda goriilen mavi-lacivert hiicreler
6lii, boyanmayan hiicreler is renksiz olarak izlenir. Olii hiicrelerdeki membran hasarlar:
nedeniyle Tripan Blue boyasi hiicre igine girerek hiicrenin boyanmasina neden olur, canli
hiicrelerin ise yar1 gecirgen membran 6zelligi boyanin hiicre i¢cine alinmasina engel olur.
Boylece Tripan Blue boyamasi ile canli ya da 6lii hiicre sayilar1 belirlenebilmektedir.
Hiicre canlilik analizi i¢in ¢alismamizda XTT (2,3-bis-[2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil]-
2H-tetrazolyum-5-karboksianilid) testi uygulanmistir. XTT analizi canli hiicreler
tarafindan XTT’nin formazon kristallerine indirgenmesine dayanir, metabolik aktiviteyi

belirlemek tizere uygulanir. Hiicre canliligini belirlemek {izere XTT testi 96 kuyucuklu
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plaklarda gergeklestirilmistir. Bu amagla, tripsinize edilen hiicreler santrifiij sonrasinda
sayilmis ve her kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde besiyeri ile sulandirilarak
homojenize edilmistir. Her kuyucuga esit miktarda hiicre ekimi yapilmistir. Hiicre ekimi
yapilan plakalar 24 saat 37°C’lik %5 COz2 igeren inkiibatorde bekletilmistir. Siire sonunda

hiicreler invert mikroskopta kontrol edilmistir.

Sekil 3.5. Canli hiicrelerin plate i¢cindeki goriiniimii

Daha sonra laminar akimli kabine alinan 96 kuyucuklu plakadaki besiyeri uzaklastirilmig
ve kuyucuklara 100 pl hacminde %1 FBS iceren besiyeri eklenerek 2 saat 37°C’lik %5
CO2 igeren inkiibatorde bekletilmistir. Sonrasinda kuyucuklardaki besi yeri
uzaklastirilmis ve farkli konsatrasyonlarda kombu ¢ay1 iceren besiyeri her kuyucuga 100
pL olacak sekilde eklenmistir. Liyofilize kombu ¢ay1 6rnekleri 1000 pg/ml, 500 pg/ml,
100 pg/ml, 50 pg/ml, 10 pg/mL ve 5 pg/mL dozunda alacak sekilde seri diliisyonla %1
FBS igeren besi yeri igerisinde ¢oziilmiistiir ve hiicreye uygulama 6ncesinde 0,2 um lik
filtreden gecirilmistir. Kontrol kuyucuguna kombu ¢ay1 eklenmemis yalnizca besi yeri
ilave edilmistir. Kombu ¢ay1 6rnekleri iceren plaka 24 saat 37°C’lik %5 COz2 igeren
inkiibatorde bekletilmistir. Siire sonunda kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilmis ve
kuyucuklara 90 pl besiyeri ile birlikte 10 pul XTT ¢ozeltisi eklenerek 4 saat 37°C’lik %5
CO:z igeren inkiibatorde bekletilmistir. Sonrasinda formazon kristallerinin ¢oziinmesini

saglamak amaciyla kuyucuklara ¢oziicli soliisyon eklenmis ve 3 saat inkiibatorde
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bekletilmistir. Siire sonunda mikroplate okuyucuda 450 nm’de absorbanslari okunmustur.
Kombu ¢ay1 uygulanmayan kontrol hiicrelerin canliligi %100 olarak kabul edilmistir.

Hiicrelere ait canlilik oranlar1 asagida belirtilen formiil ile hesaplanmuistir;

% canl1 hiicre = Kombu ¢ay1 uygulanan hiicre absorbansi / Kontrol hiicre absorbansi x
100.

Sekil 3.6. Kombu ¢ay1 6rneklerinin hiicre kiiltlirtine eklenmesi
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BOLUM IV
BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Anti-oksidan Calisma Sonuglar:

4.1.1 DPPH radikal siipiiriicii aktivite

Bu ¢aligmada kullanilan siyah ¢ay, yesil cay (C. sinensis) ile altinbascgay1 (S. bilgerana),
Nigde yogurtotu (G. nigdeense) ve derman otu (P. lanceolata) bitki 6rneklerinin soxhlet
ekstraksiyonu sonucu oziitleri elde edildi. Elde edilen oziitlerden 1 mg/mL
konsantrasyonlarinda ¢6zeltiler hazirland1 ve DPPH radikal giderici aktiviteleri ¢alisildi.

Sonuglar Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Bitki 6ziitlerinin DPPH giderimi sonuglari

Bitki Tiirii | Tiirkce ad1 Konsantrasyon | Coziicii % DPPH giderimi
C.sinensis | Siyah cay 1 mg/mL %70 etanol | 84,92+1,38
C.sinensis | Yesil cay 1 mg/mL %70 etanol | 85,79+1,56
S. bilgerana | Altinbas ¢ay1 1 mg/mL %70 etanol | 85,64+1,25
G. nigdeense | Nigde yogurtotu | 1 mg/mL %70 etanol | 82,25+1,32
P. lanceolata | Derman otu 1 mg/mL %70 etanol | 84,25+1,75

Sonuglar incelendiginde %70 etanol kullanilarak hazirlanan bitki 6ziitlerinin hepsinin
DPPH radikal siipiiriici aktivite gosterdigi belirlenmistir. Antioksidan aktivite degerleri
%50’1n lizerinde oldugu i¢in hazirlanan 6ziitlerin antioksidan aktivite 6zelliklerinin gii¢lii
oldugu sdylenebilir. En yiiksek DPPH radikali giderici aktivitenin %85,79+1,56 deger ile
yesil ¢ay (C. sinensis) oldugu goriiliirken en diisiik aktivite ise %82,25+1,32 ile Nigde
yogurtotu (G. nigdeense) 6ziitii oldugu belirlenmistir. Diger 6rneklerin ise DPPH radikali
stiptiricii 6zellikleri siyah gay (C. sinensis) %84,92+1,38, altinbas cay1 (S. bilgerana)
%85,64+1,25 ve derman otu (P. lanceolata) %84,25+1,75 olarak belirlenmistir. Etanol
kullanilarak hazirlanan 6ziitlerin daha fazla biyoaktif maddeyi ¢6zdiigii diisiiniildiiglinden

antioksidan degerleri yiiksek bulunmustur.
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Bitki Oziitleri DPPH Sonuclar1
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Sekil 4.1. Bitki 6ziitleri DPPH radikal giderici aktivite sonuglari

Hazirlanan kombu ¢aylarinin 1 giin sonra alinan 6rnekleri -80°C’de 72 saat boyunca
donduruldu. Dondurulan O6rnekler 24 saat liyofilize edildikten sonra 1 mg/mL
konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirland1 ve 6rneklerin DPPH serbest radikali giderim

aktivitesi ¢aligildi. Sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Kombu ¢ay1 1. giin 6rneklerinin DPPH giderimi sonuglari

Kombu Cay1 Ornegi | Konsantrasyon | % DPPH giderimi
Siyah ¢ay kombucha 1 mg/mL 27,5740,92

Yesil cay kombucha 1 mg/mL 26,46+0,88

S. bilgerana kombucha |1 mg/mL 8,03+0,63

G. nigdeense kombucha | 1 mg/mL 4,30+0,71

P. lanceolata kombucha | 1 mg/mL 3,51+0,57

Sonuglar incelendiginde infiizyon edildikten sonra kombucha kiiltiirii eklenerek
fermantasyona birakilan 6rneklerden 1 giin (24 saat) sonunda alinan 6rneklerin DPPH
serbest radikali giderim aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Test edilen drnekler arasinda
en yliksek antioksidan aktiviteyi %27,57+0,92 ile siyah ¢ay kombucha gosterirken en
diisiik aktiviteyi ise %3,51+0,57 deger ile P. lanceolata kombucha gostermistir. Yesil ¢ay
kombucha ise %26,46+0,88 deger ile diger yiiksek antioksidan kapasiteye sahip drnek

olmustur. S. bilgerana kombucha ve G. nigdeense kombucha ise sirasiyla %8,03+0,63 ve
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%4,30+0,71 oraninda DPPH radikali giderim aktivitesi gostermistir. Orneklerin hepsi

antioksidan 6zellik gostermistir. Ancak antioksidan 6zellikleri %50’in altinda kaldig1 i¢in

test edilen konsantrasyonlar yetersiz kalmistir.

Kombu Cayi 1. Giin Sonuglari
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Sekil 4.2. Kombu gay1 1. giin DPPH radikal giderici aktivite sonuglari

Hazirlanan kombu ¢aylarinin 7 giin sonunda alinan 6rnekleri -80°C’de 72 saat boyunca

donduruldu. Dondurulan Ornekler 24 saat liyofilize edildikten sonra 1 mg/mL

konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlandi ve drneklerin DPPH serbest radikali giderim

aktivitesi ¢alisildi. Sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Kombu cay1 7. giin 6rneklerinin DPPH giderimi sonuglar1

Kombu Cay1 Ornegi | Konsantrasyon | % DPPH giderimi
Siyah ¢ay kombucha |1 mg/mL 21,93+0,72

Yesil ¢ay kombucha 1 mg/mL 21,01+0,91

S. bilgerana kombucha |1 mg/mL 3,52+0,86

G. nigdeense kombucha |1 mg/mL 2,21+0,59

P. lanceolata kombucha | 1 mg/mL 3,11+0,43

Sonuglar incelendiginde infiizyon edildikten sonra kombucha kiltirii eklenerek

fermantasyona birakilan 6rneklerden 7 giin sonunda alinan orneklerin DPPH serbest

radikali giderim aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Test edilen 6rnekler arasinda en
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yiiksek antioksidan aktiviteyi %21,93+0,72 ile siyah ¢ay kombucha gosterirken en diisiik
aktiviteyi ise %3,11+0,43 deger ile G. nigdeense kombucha gostermistir. Yesil ¢ay
kombucha ise %21,01+0,91 deger ile diger yiiksek antioksidan kapasiteye sahip drnek
olmustur. S. bilgerana kombucha ve P. lanceolata kombucha ise sirasiyla %3,52+0,86 ve
%3,11+0,43 oraninda DPPH radikali giderim aktivitesi gdstermistir. Orneklerin hepsi
antioksidan Ozellik gdstermistir. Ancak antioksidan oOzellikleri 1. giin 6rnekleri ile
karsilagtirildiginda 7. giin 6rneklerinde nispeten daha diisiik gozlenmistir. Bunun nedeni
olarak 1. giin sonunda bitki materyallerinden gelen biyoaktif maddelerin kombucha
kiiltlirlinii  olusturan mikroorganizmalar tarafindan kullanilmasi sdylenebilir. Ama
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen metabolitlerin miktarinin az olmasindan

dolay1 7. giin 6rneklerinin antioksidan aktivitesi daha diistiktiir.
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Sekil 4.3. Kombu ¢ay1 7. giin DPPH radikal giderici aktivite sonuglari

Hazirlanan kombu ¢aylarinin 14 giin sonunda alinan 6rnekleri -80°C’de 72 saat boyunca
donduruldu. Dondurulan Ornekler 24 saat liyofilize edildikten sonra 1 mg/mL
konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlandi ve drneklerin DPPH serbest radikali giderim

aktivitesi ¢alisildi. Sonuglar Cizelge 4.4 te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Kombu ¢ay1 14. giin 6rneklerinin DPPH giderimi sonuglari

Kombu Cay1 Ornegi | Konsantrasyon | % DPPH giderimi
Siyah ¢ay kombucha 1 mg/mL 84,12+1,02
Yesil cay kombucha 1 mg/mL 82,62+0,99
S. bilgerana kombucha |1 mg/mL 61,31+0,87
G. nigdeense kombucha | 1 mg/mL 58.,86+0,94
P. lanceolata kombucha | 1 mg/mL 56,62+0,69

Sonuglar incelendiginde inflizyon edildikten sonra kombucha kiiltiirii eklenerek
fermantasyona birakilan drneklerden 14 giin sonunda alinan 6rneklerin DPPH serbest
radikali giderim aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Test edilen ornekler arasinda en
yiiksek antioksidan aktiviteyi %84,12+1,02 ile siyah ¢ay kombucha gosterirken en diisiik
aktiviteyi ise %56,62+0,69 deger ile P. lanceolata kombucha gostermistir. Yesil ¢ay
kombucha ise %82,62+0,99 deger ile diger yiiksek antioksidan kapasiteye sahip drnek
olmustur. S. bilgerana kombucha ve G. nigdeense kombucha ise sirasiyla %61,31+0,87

ve %58,86+0,94 oraninda DPPH radikali giderim aktivitesi gostermistir.

Kombu Cayi 14. Giin Sonuclar
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Sekil 4.4. Kombu ¢ay1 14. giin DPPH radikal giderici aktivite sonuglart
Orneklerin hepsi 14 giinliik fermantasyon siireci boyunca antioksidan &zellik

gostermistir. Antioksidan 6zellik fermantasyon siirecine bagli olarak artis gostermistir.

En yiiksek DPPH radikali giderimi oranina fermantasyonun tamamlandigi 14. giin
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ulagilmistir. Kombu c¢ay1 igerisinde bulunan mikroorganizmalarin irettikleri

metabolitlerin antioksidan 6zelligi arttirdig1 diisiiniilmiistiir.

4.1.2 indirgeme giicii 6l¢iimii

Bu ¢alismada kullanilan siyah cay, yesil ¢ay (C. sinensis) ile altinbasgay1 (S. bilgerana),
Nigde yogurtotu (G. nigdeense) ve derman otu (P. lanceolata) bitki 6rneklerinin soxhlet
ekstraksiyonu sonucu Oziitleri elde edildi. Elde edilen o&ziitlerden 1 mg/mL
konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlandi ve indirgeme giici dlglimii metodu ile
antioksidan aktiviteleri ¢aligildi. Standart olarak askorbik asit kullanildi. Sonuglar Cizelge

4.5’te gOsterilmistir.

Cizelge 4.5. Bitki 6ziitlerinin indirgeme giicii 6l¢iimii sonuglari

Bitki Tiirii | Tiirkce ad1 Konsantrasyon | Coziicii Il.l.di..rgen.l.e ..
giicil ol¢iimii
C.sinensis | Siyah cay 1 mg/mL %70 etanol | 1,75+0,13
C.sinensis | Yesil cay 1 mg/mL %70 etanol | 1,71+0,13
S. bilgerana | Altinbas ¢ay1 1 mg/mL %70 etanol | 1,67+0,14
G. nigdeense | Nigde yogurtotu | 1 mg/mL %70 etanol | 1,55+0,11
P. lanceolata | Derman otu 1 mg/mL %70 etanol 1,68+0,13
Askorbik asit | C vitamini 1 mg/mL Distile su 1,854+0,11

Sonuglar incelendiginde %70 etanol kullanilarak hazirlanan bitki 6ziitlerinin hepsinin
indirgeme giici Ol¢limli antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir. Antioksidan
aktivite degerleri absorbans degerlerine gore olgiilmektedir. Absorbans degeri ne kadar
yiiksekse o kadar iyi antioksidan aktivite vardir. En yiiksek indirgeme giicii degeri
1,75+0,13 ile siyah cay (C. sinensis)’da goriiliirken en diisiik indirgeme giicii degeri ise
1,55+0,11 ile Nigde yogurtotu (G. nigdeense) oziitiinde belirlenmistir. Diger 6rneklerin
ise indirgeme giicli 6lglimii absorbans degerleri ise yesil ¢ay (C. sinensis) 1,71+0,13,
altinbas ¢ayi (S. bilgerana) 1,67+0,14 ve derman otu (P. lanceolata) 1,68+0,13 olarak
belirlenmigtir. Standart olarak kullanilan askorbik asitin ise indirgeme giicli absorbans
degeri 1,85+0,11 olarak bulunmustur. Etanol kullanilarak hazirlanan 6ziitlerin daha fazla

biyoaktif maddeyi ¢6zdiigii diisiiniildiigiinden antioksidan degerleri yiiksek bulunmustur.
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Bitki Oziitleri indirgeme Giicii Ol¢iimii
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Sekil 4.5. Bitki 6ziitleri indirgeme giicli 6l¢iimii sonuglari

Hazirlanan kombu ¢aylarinin 1 giin sonra alinan 6rnekleri -80°C’de 72 saat boyunca
donduruldu. Dondurulan O6rnekler 24 saat liyofilize edildikten sonra 1 mg/mL
konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlandi ve indirgeme giicii ol¢limii metodu ile
antioksidan aktiviteleri ¢alisildi. Standart olarak askorbik asit kullanildi. Sonuglar Cizelge

4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Kombu cay1 1. giin 6rneklerinin indirgeme giicii 6l¢limii sonuglari

Kombu Cay1 Ornegi Konsantrasyon Indlr geme
giicil olciimil
Siyah ¢ay kombucha 1 mg/mL 0,49+0,05
Yesil cay kombucha 1 mg/mL 0,44+0,04
S. bilgerana kombucha |1 mg/mL 0,32+0,03
G. nigdeense kombucha | 1 mg/mL 0,27+0,02
P. lanceolata kombucha |1 mg/mL 0,28+0,05
Askorbik asit 1 mg/mL 1,85+0,11

Sonuclar incelendiginde infilizyon edildikten sonra kombucha kiiltiirii eklenerek
fermantasyona birakilan 6rneklerden 1 giin sonunda alinan 6rneklerin indirgeme giicii
Ol¢imii sonuglar1 degerlendirildiginde kombu c¢ay1 Orneklerinin antioksidan aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Test edilen 6rnekler arasinda en yiiksek antioksidan aktiviteyi

0,49+0,05 ile siyah cay kombucha gdsterirken en diisiik aktiviteyi ise 0,27+0,02 deger ile
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G. nigdeense kombucha gostermistir. Yesil cay kombucha ise 0,44+0,04 deger ile diger
yiiksek antioksidan kapasiteye sahip Ornek olmustur. S. bilgerana kombucha ve P.
lanceolata kombucha ise sirasiyla 0,32+0,03 ve 0,284+0,05 oraninda indirgeme giicii

gostermistir. Orneklerin hepsi antioksidan 6zellik gdstermistir.

Kombu Cayi 1. Giin Sonuclari
2,5
&
2,0 .
a3
[72]
S 15
o]
S
2 1
< 10 o -
< < ~
05 T 2 s § &
) \\ﬁ \\ﬁ < o o
“
/MM M M
Camellia  Camellia  Sideritis Galium Plantago  Askorbik
sinensis sinensis  bilgerana nigdeense lanceolata asit
(Siyah ¢ay) (Yesil ¢ay)

Sekil 4.6. Kombu ¢ay1 1. giin indirgeme giicii 6l¢limii sonuglari

Hazirlanan kombu ¢aylarinin 7 giin sonra alinan 6rnekleri -80°C’de 72 saat boyunca
donduruldu. Dondurulan oOrnekler 24 saat liyofilize edildikten sonra 1 mg/mL
konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlandi ve indirgeme giicli Olglimii metodu ile
antioksidan aktiviteleri ¢alisildi. Standart olarak askorbik asit kullanildi. Sonuglar Cizelge
4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Kombu cay1 7. giin 6rneklerinin indirgeme giicii 6l¢iimii sonuglari

Kombu Cay1 Ornegi Konsantrasyon il.l.di..rg.el{l.e )
giicii olciimii
Siyah ¢ay kombucha |1 mg/mL 0,87+0,05
Yesil ¢ay kombucha 1 mg/mL 0,84+0,04
S. bilgerana kombucha |1 mg/mL 0,67+0,03
G. nigdeense kombucha | 1 mg/mL 0,58+0,02
P. lanceolata kombucha | 1 mg/mL 0,61+0,05
Askorbik asit 1 mg/mL 1,85+0,11
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Sonuglar incelendiginde infiizyon edildikten sonra kombucha kiltirii eklenerek
fermantasyona birakilan 6rneklerden 7 giin sonunda alinan 6rneklerin indirgeme giicii
Ol¢timii sonuglar1 degerlendirildiginde kombu ¢ay1 Grneklerinin antioksidan aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Test edilen 6rnekler arasinda en yiiksek antioksidan aktiviteyi
0,87+0,05 ile siyah cay kombucha gdsterirken en diisiik aktiviteyi ise 0,58+0,02 deger ile
G. nigdeense kombucha gostermistir. Yesil cay kombucha ise 0,84+0,04 deger ile diger
yiiksek antioksidan kapasiteye sahip ornek olmustur. S. bilgerana kombucha ve P.
lanceolata kombucha ise sirasiyla 0,67+0,03 ve 0,61+0,05 oraninda indirgeme giicii
gostermistir. Orneklerin hepsi antioksidan 6zellik gdstermistir. Ancak antioksidan
Ozellikleri 1. giin ornekleri ile karsilastirildiginda 7. giin 6rneklerinde nispeten daha
yiiksek antioksidan aktivite gdzlenmistir. Bunun nedeni olarak 1. giin sonunda kombucha
kiiltiiriinii olusturan mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen metabolitlerin 7. giine

oranla daha az olmasindandir.

Kombu Cayi 7. Giin Sonuclar:
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Sekil 4.7. Kombu ¢ay1 7. giin indirgeme giicii 6l¢iimii sonuglari

Hazirlanan kombu caylarinin 14 giin sonra alinan 6rnekleri -80°C’de 72 saat boyunca
donduruldu. Dondurulan o6rnekler 24 saat liyofilize edildikten sonra 1 mg/mL
konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlandi ve indirgeme giici Olglimii metodu ile
antioksidan aktiviteleri ¢alisildi. Standart olarak askorbik asit kullanildi. Sonuglar Cizelge

4.8’de gosterilmistir.

69



Cizelge 4.8. Kombu cay1 14. giin 6rneklerinin indirgeme giicii 6l¢timii sonuglari

Kombu Cay1 Ornegi Konsantrasyon il.l.di..rg.en.l.e .
giicii olciimii
Siyah ¢ay kombucha 1 mg/mL 1,75+0,09
Yesil ¢ay kombucha 1 mg/mL 1,72+0,08
S. bilgerana kombucha |1 mg/mL 1,69+0,07
G. nigdeense kombucha | 1 mg/mL 1,45+0,08
P. lanceolata kombucha |1 mg/mL 1,55+0,07
Askorbik asit 1 mg/mL 1,85+0,11

Sonuglar incelendiginde inflizyon edildikten sonra kombucha kiiltiirii eklenerek
fermantasyona birakilan 6rneklerden 14 giin sonunda alinan 6rneklerin indirgeme giicii
Ol¢timii sonuglar1 degerlendirildiginde kombu ¢ay1 O6rneklerinin antioksidan aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Test edilen 6rnekler arasinda en yiiksek antioksidan aktiviteyi
1,75+0,09 ile siyah ¢ay kombucha gosterirken en diisiik aktiviteyi ise 1,45+0,08 deger ile
G. nigdeense kombucha gostermistir. Yesil cay kombucha ise 1,72+0,08 deger ile diger
yiiksek antioksidan kapasiteye sahip O6rnek olmustur. S. bilgerana kombucha ve P.
lanceolata kombucha ise sirasiyla 1,69+0,07 ve 1,55+0,07 oraninda indirgeme giicii
gostermigtir.  Orneklerin  hepsi  antioksidan 6zellik gostermistir. 14 giinliik
fermantasyonun ardindan biitiin 6rneklerin antioksidan aktivitesinde 6nemli oranda artis
gozlenmistir. Kombucha kiiltiirii ile yapilan fermantasyonun bitki 6rneklerinin biyolojik

aktivitesini arttirdigini gézlenmistir.

Kombu Cayi 14. Giin Sonuclari
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Sekil 4.8. Kombu ¢ay1 14. giin indirgeme giicii 6l¢timii sonuglari
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4.1.3 CUPRAC metodu antioksidan tayini

Apak ve calisma arkadaslar1 tarafindan kromojenik bir ylikseltgen olan Cu(Il)-
neokuproin (Nc) reaktifi kullanilarak, plazma antioksidanlari, flavonoidler, gida
polifenolleri, C vitamini ve E vitamini i¢in basit, genis alanda uygulanabilen bir
antioksidan kapasite tayin yontemi gelistirilmistir. Bu reaktif, kararli, ucuz, kolay
ulagilabilen, hidrofilik ve lipofilik antioksidanlara cevap verebilen bir reaktiftir. Toplam
antioksidan kapasite (TAC) tayininde kullanilan bu yontem diinya literatiirine CUPric
Reducing Antioxidant Capacity: CUPRAC (bakir(Il) iyonu indirgeme antioksidan
kapasite) adiyla 2004 yilinda kazandirilmistir. Uygun konumlanmig fenolik hidroksiller,
CUPRAC redoks reaksiyonu ile tekabiil eden kinon yapilarina doniisiir ve bu redoks
reaksiyonu sonucunda olusan Cu(I)-Nc kelat1 (Sekil 1), 450 nm’de maksimum absorbans
verir. Olusan renk, metal—ligand yoniinde bir yiik aktariminin sonucudur. Cu(l)-Nc kelat
kompleksinin daha diizglin tetraedral yapisi nedeniyle Cu(II)-Nc¢ kompleksine gore
molekiiler gerginligi azalmis ve stabilize olmustur. Cu(I) ve Cu(Il) iyonlarinin Nc
ligandiyla verdikleri 1:2 komplekslerin kararlilik sabitleri sirasiyla 1019 ve 1012 diizeyinde
oldugundan Cu(I)'in Cu(Il)'ye gore se¢imli stabilizasyonu sonucu Cu(Il)-Cu(l) standart
rediiksiyon potansiyeli 0,17 V'dan (Nc¢ varliginda) yaklasik 0,60 V'a ¢ikar ve bu da Cu(II)-
Nc reaktifinin biyolojik bakimdan 6nemli antioksidanlar1 ve ¢ogu polifenolik bilesigi

etkinlikle yiikseltgemesini saglar. Yontem cesitlemeleri ile birlikte cok sayida atif almistir

ve dlinyanin oOnde gelen gida antioksidanlar1 arastirma laboratuvarlarinda
kullanilmaktadir (Apak vd., 2006).
— E— - .
Ar(OH),  Ar(=0),
Oa® On®

O~O

Acik mavi CUPRAC reaktifi

HyC \Cu/ CH, \ / HaC \}:/ CHa|
MG SN CHs HC /N CHal’

Sarn renkli iirtin, Ap,: =450 nm

Sekil 4.9. CUPRAC yo6ntemi ile Cu(II)-Nc reaktifinin Cu(l)-Nc kelatinin olusumu
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Bu ¢alismada kullanilan siyah ¢ay, yesil ¢ay (C. sinensis) ile altinbascayi (S. bilgerana),
Nigde yogurtotu (G. nigdeense) ve derman otu (P. lanceolata) bitki 6rneklerinin soxhlet
ekstraksiyonu sonucu Oziitleri elde edildi. Elde edilen oziitlerden 1 mg/mL
konsantrasyonlarinda ¢d6zeltiler hazirlandi ve indirgeme giicii Ol¢limii metodu ile
antioksidan aktiviteleri ¢alisildi. Standart olarak askorbik asit kullanildi. Sonuglar Cizelge

4.9°da gosterilmistir.

Cizelge 4.9. Bitki oziitlerinin CUPRAC sonuglari

Bitki Tiirii | Tiirkce ad1 Konsantrasyon | Céziicii CUPRAC o6l¢iimii
C.sinensis | Siyah cay 1 mg/mL %70 etanol 1,69+0,13
C.sinensis | Yesil ¢ay 1 mg/mL %70 etanol 1,65+0,14
S. bilgerana | Altinbas gay1 1 mg/mL %70 etanol 1,61+0,11
G. nigdeense | Nigde yogurtotu | 1 mg/mL %70 etanol 1,49+0,13
P. lanceolata | Derman otu 1 mg/mL %70 etanol 1,57+0,12
Askorbik asit | C vitamini 1 mg/mL Distile su 1,85+0,11

Sonuglar incelendiginde %70 etanol kullanilarak hazirlanan bitki 6ziitlerinin hepsinin
CUPRAC ol¢iimii sonuglarmma gore antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Antioksidan aktivite degerleri absorbans degerlerine gore Olciilmektedir. Absorbans
degeri ne kadar yiiksekse o kadar iyi antioksidan aktivite vardir. En yiiksek indirgeme
giicii degeri 1,69+0,13 ile siyah gay (C. sinensis)’da goriiliirken en diisiik indirgeme giicii
degeri ise 1,49+0,11 ile Nigde yogurtotu (G. nigdeense) o6ziitiinde belirlenmistir. Diger
orneklerin ise indirgeme giicii 6l¢limii absorbans degerleri ise yesil ¢ay (C. sinensis)
1,65+0,14, altinbas c¢ay1 (S. bilgerana) 1,61+0,11 ve derman otu (P. lanceolata)
1,57+0,12 olarak belirlenmistir. Standart olarak kullanilan askorbik asitin ise indirgeme
giicli absorbans degeri 1,85%0,11 olarak bulunmustur. Etanol kullanilarak hazirlanan
oOziitlerin daha fazla biyoaktif maddeyi ¢6zdiigii diisiiniildiigiinden antioksidan degerleri

yuksek bulunmustur.
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Bitki Oziitleri CUPRAC Ol¢iimii
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Sekil 4.10. Bitki 6ziitleri CUPRAC 6l¢timii sonuglart

Bu ¢alismada siyah ¢ay, yesil ¢ay, S. bilgerana ve G. nigdeense substratlar1 kullanilarak
hazirlanan kombucha caylarindan fermantasyonun 1., 7. ve 14. giinlerinde alinarak
hazirlanan liyofilizatlarin anti-oksidan 6zelliklerini belirlemek amaciyla CUPRAC
metodu  kullanilmistir.  Calisma  i¢in  hazirlanan  liyofilizatlardan ~ 1mg/mL
konsantrasyonlarda stok soliisyonlar hazirlanmis ve calismada kullanilmistir. Sonuglar

degerlendirilerek asagida verilmistir.

Cizelge 4.10. Kombu ¢ayi 1. giin 6rneklerinin CUPRAC 6l¢iimii sonuglari

Kombu Cay1 Ornegi | Konsantrasyon | CUPRAC élgiimii
Siyah ¢ay kombucha 1 mg/mL 1,236+0,15

Yesil ¢ay kombucha 1 mg/mL 1,185+0,13

S. bilgerana kombucha |1 mg/mL 0,95+0,14

G. nigdeense kombucha | 1 mg/mL 0,781+0,12

P. lanceolata kombucha |1 mg/mL 0,821+0,13
Askorbik asit 1 mg/mL 1,85+0,11

Fermantasyonun 1. giinlinde alinan 6rneklerin CUPRAC antioksidan sonuclar1 Cizelge
4.10’da gosterilmektedir. Standart olarak kullanilan askorbik asitin absorbansi 1,85+0,11
olarak bulunmustur. Siyah cay ve yesil ¢ay ile hazirlanan kombucha 6rneklerinin 1. giin
fermantasyon sonucu alinan absorbans degerleri diger bitki O6rnekleri kullanilarak

hazirlanan kombucha 6rneklerine gére nispeten daha yiiksektir. Siyah ¢ay kombuchanin
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absorbansi 1,236+0,15 iken yesil cayin absorbans1 1,185+0,13 olarak 6l¢iilmiistiir. Bunun
yaninda S. bilgerana kombuchanin absorbansi 0,950+0,14, G. nigdeense kombuchanin
absorbans: 0,781+0,12 ve P. lanceolata kombuchanin absorbansi 0,821+0,13 olarak
Ol¢tilmistiir. Elde edilen bu sonuglara gore 1. giin fermantasyon firiinlerinin Cu(Il)’yi

Cu(I)’e indirgeyerek antioksidan 6zellik gdsterdigini belirtmektedir.

Kombu Cayi 1. Giin Sonuclari
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Sekil 4.11. Kombu ¢ay1 1. giin CUPRAC 6l¢iimii sonuglari

Fermantasyon siirecinin 7. giiniinde alinan 6rneklerin absorbans degerleri Cizelge 4.11°de

gosterilmektedir.

Cizelge 4.11. Kombu ¢ay1 7. giin 6rneklerinin CUPRAC 6l¢iimii sonuglari

Kombu Cay1 Ornegi | Konsantrasyon | CUPRAC élgiimii
Siyah ¢ay kombucha 1 mg/mL 1,598+0,15

Yesil cay kombucha 1 mg/mL 1,587+0,13

S. bilgerana kombucha |1 mg/mL 1,175+0,14

G. nigdeense kombucha | 1 mg/mL 0,85+0,12

P. lanceolata kombucha | 1 mg/mL 1,008+0,13
Askorbik asit 1 mg/mL 1,85+0,11

Elde edilen veriler degerlendirildiginde fermantasyon siiresinin artmasiyla indirgeme
giiciiniin arttigin1 goriilmektedir. 7. giin fermantasyon iriinleri igerisinde siyah ¢ay ve

yesil ¢ay ile hazirlanan kombucha 6rneklerinin daha yiiksek antioksidan 6zellige sahip
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oldugu belirlenmistir. Siyah c¢ay ile hazirlanan kombucha 06rneginin absorbansi
1,598+0,15 olarak oOlciiliirken yesil cayin absorbansi 1,587+0,13 olarak oOl¢lilmiistiir.
Bunun yanisira S. bilgerana kombuchanin absorbansi 1,175+0,14, G. nigdeense
kombuchanin absorbanst 0,850+0,12 ve P. lanceolata kombuchanin absorbansi
1,008+0,13 olarak Ol¢iilmiistiir. Elde edilen bu sonuglara gore 7. giin fermantasyon
tirtinlerinin Cu(Il)’yi Cu(I)’e indirgeyerek antioksidan 6zellik gosterdigini belirtmektedir.
Ayrica fermantasyon siirecine bagli olarak hazirlanan tim Orneklerin antioksidan

aktivitelerinde dogrusal bir artig gdzlenmistir.

Kombu Cayi 7. Giin Sonuclari
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Sekil 4.12. Kombu cay1 7. giin CUPRAC 6l¢iimii sonuglari

Fermantasyon siirecinin 14. giliniinde alinan Orneklerin absorbans degerleri Cizelge

4.12°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.12. Kombu ¢ay1 14. giin 6rneklerinin CUPRAC 6l¢iimii sonuglari

Kombu Cay1 Ornegi | Konsantrasyon | CUPRAC él¢iimii
Siyah ¢ay kombucha 1 mg/mL 1,785+0,15

Yesil ¢cay kombucha 1 mg/mL 1,701+0,13

S. bilgerana kombucha |1 mg/mL 1,351+0,14

G. nigdeense kombucha | 1 mg/mL 1,054+0,14

P. lanceolata kombucha |1 mg/mL 1,151+0,13
Askorbik asit 1 mg/mL 1,85+0,11

75



Elde edilen veriler degerlendirildiginde fermantasyon siiresinin artmasiyla indirgeme
giiclinlin arttiginmi goriilmektedir. 14. giin fermantasyon {iriinleri igerisinde siyah ¢ay ve
yesil ¢ay ile hazirlanan kombucha 6rneklerinin daha yiiksek antioksidan 6zellige sahip
oldugu belirlenmistir. Siyah ¢ay ile hazirlanan kombucha Orneginin absorbansi
1,785+0,15 olarak ol¢iiliirken yesil cayin absorbansi 1,701+0,13 olarak ol¢iilmiistiir.
Bunun yanisira S. bilgerana kombuchanin absorbansi 1,351+0,14, G. nigdeense
kombuchanin absorbansi 1,054+0,15 ve P. lanceolata kombuchanin absorbansi
1,151+0,13 olarak olgiilmiistiir. Elde edilen bu sonuglara gore 14. giin fermantasyon
tirtinlerinin Cu(I)’yi Cu(I)’e indirgeyerek antioksidan 6zellik gosterdigini belirtmektedir.
Ayrica fermantasyon siirecine bagli olarak hazirlanan tim Orneklerin antioksidan

aktivitelerinde dogrusal bir artig gdzlenmistir.

Kombu Cayi 14. Giin Sonuclari
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Sekil 4.13. Kombu ¢ay1 14. giin CUPRAC 6l¢iimii sonuglari

Bu caligmada antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in kullanilan CUPRAC metodu
kullanilarak yapilan higbir caligmaya literatiirde rastlanmamustir. Calisma bu 6zelligi
acisindan 06zgiin deger tasimaktadir. Elde edilen verilerin kombucha o6rneklerinin

antioksidan 6zelligini belirlenmesi agisindan 6nemli sonuglar ortaya ¢ikarmistir.

Fu vd. (2014) yaptig1 ¢alismada diisiik maliyetli yesil ¢ay siyah ¢ay ve ¢ay tozlarindan
kombucha hazirlamislardir. Bu ¢alisma i¢in 3 g 6rnegi 400 ml’de 20 dk kaynattiktan sonra
kombucha kiiltiirlerini ekleyerek 90 saat fermantasyona birakmislardir. Elde edilen
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ornekleri 10.000 rpm’de 10 dk santrifiije tabi tuttuktan sonra silipernatanlarini alarak
antioksidan aktivitesini test etmislerdir. Antioksidan aktiviteyi belirlemek icin DPPH
radikal siipiiriicii aktivite, siiperoksit radikal siipliriicli aktivite ve total indirgeme giicii
Olctimii metotlarim1 kullanmiglardir. Sonu¢ olarak elde ettikleri verilerde en iyi
antioksidan kapasitenin yesil ¢ay ile hazirlanan kombucha oldugunu, ardindan ¢ay tozu
ile hazirlanan ve son sirada da siyah ¢ay oldugu sonucu tespit etmislerdir. Bu ¢alisma
yaptigimiz ¢aligma ile elde edilen verilerde kombucha 6rneklerinin antioksidan 6zellik

gosterdigini desteklemektedir.

Gaggia vd. (2019) yaptiklar1 calismada yesil, siyah ve kirmizi (rooibos) ¢ay1 kullanarak
kombucha hazirlamiglardir. Kombucha ornekleri icin 8 g kuru bitki 6rnegini 1000 mL
suda infiizyona birakarak hazirlamiglardir. Fermantasyon siiresinin 7. ve 14. giinlinde
ornekler alip antioksidan testlerini yapmuglardir. Antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in
DPPH radikal siipiiriicii aktivite ve demir indirgeme giici (FRAP) metodunu
uygulamislardir. Sonuglar troloks standart antioksidanina karst esdegerlik olarak
Ol¢iilmiistir. DPPH radikal siipiiriicii aktivite sonuglari fermantasyonun 7. giiniinde
alinan Orneklerdeki en yiiksek antioksidan aktivite yesil ¢ayda (1,31+£0,01 te/g)
goriilmiistiir. Siyah ¢ayda 0,87+0,01 te/g tespit edilirken kirmizi ¢ayda 0,45+0,03 te/g
olarak belirlenmistir. 14. giin sonuglarinda ise yesil ¢cayda 0,98+0,01 te/g siyah cayda
0,85+0,02 te/g ve kirmizi ¢ayda 0,4140,01 te/g olarak dlgiilmiistiir. Demir indirgeme giicii
sonuglar1 7. giin fermantasyon iiriinleri i¢in yesil ¢ayda 1,75+0,06 te/g siyah cayda
0,90+0,04 te/g ve kirmizi cayda 0,52+0,01 te/g olarak dl¢tilmiistiir. 14. giin fermantasyon
tiriinleri i¢in demir indirgeme giicii 6lglimleri yesil ¢cayda 1,13+0,06 te/g siyah cayda
0,86+0,03 te/g ve kirmizi ¢ayda 0,47+0,04 te/g olarak belirlenmistir. Burada elde edilen
sonuclara gore en iyi antioksidan aktiviteyi 7. giinde alinan yesil ¢ay drnegi gostermistir.
Ikinci sirada siyah cay bulunurken iigiincii sirada ise kirmizi ¢ay bulunmustur. 14 giinliik
fermantasyonun ardindan yapilan biitiin testlerde antioksidan aktivite oranlarinda diisiis
gbzlenmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise fermantasyon siiresine bagli olarak
dogrudan bir artis s6z konusu olmustur. Calisma bu 6zelligi agisindan yaptigimiz ¢calisma

ile farklilik gostermektedir.

Rahmani vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada Kuzey Afrikadaki insanlar tarafindan yaygin
tilketilen bir lahana tiirli olan Brassica tournefortii bitkisini kullanarak kombucha

hazirlamiglardir. Bu ¢alismada 7 g bitki 6rnegi ile 1 L kombucha hazirlanmig ve 14
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fermantasyona birakilmistir. Fermantasyon siiresi sonucunda alinan 6rneklerde DPPH
radikal siipiiriicii aktivite metodu kullanilarak antioksidan aktivite belirleme ¢alismasi
yapilmistir. Fermente edilmeden yapilan ¢aligmada DPPH radikal siipiiriicli aktivite
Brassica tournefortii bitkisi i¢in %10 iken kombucha fermantasyonu sonucu %25’e
cikmistir. Fermantasyonun antioksidan kapasiteye etkisi oldugu sonucuna ulasilmistir.
Caligsma bu yoniiyle bizim yaptigimiz calismayla benzerlik gostermektedir. Kombucha
fermantasyonun antioksidan aktiviteyi arttirict ozellik gosterdigi bu calisma ile

desteklenmektedir.

Villarreal-Soto vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada fermantasyon sartlarinin kombucha
tizerindeki sonuglarini aragtirmislardir. Bu calismada siyah ¢ay kullanarak hazirladiklari
kombucha 6rneklerinden 7. ve 14. giinde aldiklar1 numulerden DPPH radikal siipiiriicii
aktivite tayini yapmislardir. Fermente edilmeyen siyah ¢ay ile karsilastirilan antioksidan
aktivite sonuglarinda 7 giinliik fermantasyon iiriinii %96,4, 14 giinliik fermantasyon iiriinii
ise % 96,3 olarak tespit edilmistir. Kombucha kiiltiirii ile fermantasyona maruz
birakilmayan siyah cayin DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi ise %70,9 olarak 6l¢iilmiistiir.
Sonug olarak fermantasyona maruz birakilan siyah caymn antioksidan 6zelliginde artis
oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar yaptigimiz ¢alisma ile karsilastirildiginda
fermantasyon siirecinin antioksidan 6zelligin artttirdigi sonucunu ulasilmaktadir. Calisma

bu yoniiyle bizim ¢alismanin dogrulugunu destekler niteliktedir.

Vitas vd. (2019) yaptiklari ¢alismada siyah ¢ay ve yesil ¢ayin yaninda 6 tane farkli
substrat kullanarak kombucha hazirlamiglardir. Bunlar geyikotu (Satureja montana),
nane (Mentha x piperita), 1sirgan otu (Urtica dioica), yabani kekik (Thymus serpyllum),
miirver (Sambucus nigra) ve ayva (Cydonia oblonga)’dir. Bu ¢alisma i¢in kullanilan
ornekler fermantasyonun 3. giinii ve 10. giinii alinmistir. Hazirladiklar1 kombucha
orneklerinin antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in DPPH radikal siipiiriicii aktivite,
Hidroksil radikali siipiirme aktivitesi ve indirgeme giicli 6l¢timii metotlar: kullanilmistir.
Antioksidan aktivite icin siyah cay ve yesil ¢ay icin en iyi antioksidan aktiviteyi
gosterirken  siralamanin  devami  su  sekildedir; yabani  kekik>ayva>isirgan
otu>nane>geyikotu>miirver olarak belirlenmistir. Bu sonuglar fermantasyon siirecinin
antioksidan aktiviteyi arttirdigini gostermektedir. Ayrica geleneksel olarak siyah ¢ay ve
yesil ¢cay disinda farkli substratlar kullanilarak hazirlanan kombucha 6rneklerinin de

antioksidan aktivite gosterdigini belirtmektedir. Calisma bu 06zellikleri agisindan
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fermantasyon siiresinin ve farkli substratlarin kullanilarak kombucha hazirlanmasiyla

yaptigimiz ¢aligmay1 desteklemektedir.

Yapilan tiim anti-oksidan testlerin sonucunda hazirlanan kombu caylarinda serbest
radikalleri indirgeyici 6zellik tespit edilmistir. Fermantasyonun basladig: ilk giinlerde
anti-oksidan aktivite az iken fermantasyonun ilerleyen giinlerinde dogrusal olarak artis

gostermistir.

4.2 Anti-mikrobiyal Test Sonuclar:

Siyah cay, yesil cay, S. bilgerana, G. nigdeense ve P. lanceolata substratlar1 kullanilarak
hazirlanan kombu ¢aylarindan 1., 7. ve 14. giinlerinde alinarak hazirlanan liyofilizatlarin
anti-mikrobiyal aktivitelerini belirlemek i¢in 6nemli patojenler arasinda yer alan E. coli
0157:H7-ATCC 35150, S. enterica subsp. enteritica ATCC13311, S. aureus MRSA
ATCC 43300, P. aeruginosa ATCC 27809, L. monocytogenes suslarina karsi
besiyerlerinde denenmistir. Deneylerin yapilmasi asamasinda besiyerlerinde agilan 6 mm
capindaki kuyucuklara 1 mg/mL konsantrasyondaki 6rneklerden 100 pL pipetlenerek zon
olusturma kapasiteleri test edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler
fotograflanarak olusturulan zon caplar1 cetvel yardimi ile Olgiilerek kaydedilmistir.

Sonuglar degerlendirilerek asagida sirayla verilmistir.

Hazirlanan kombu ¢ay1 orneklerinin E. coli O157:H7-ATCC 35150 susu iizerinde
gosterdigi anti-mikrobiyal aktiviteler Cizelge 4.13’te gosterilmektedir. Sonuglar
incelendiginde 1. giin fermantasyon firlinlerinin higbir anti-mikrobiyal 06zellik
gostermedigi goriilmektedir. 7 giinliik fermantasyonun ardindan anti-mikrobiyal etki
goriilmeye baglanmistir. 7. giin fermantasyon iiriinleri icerisinde siyah cay ve yesil ¢ay
ile hazirlanan kombucha 6rneklerinde anti-mikrobiyal aktivite tespit edilmistir. Siyah cay
ile hazirlanan kombucha 16 mm ¢apta zon yapmustir. Yesil cay ile hazirlanan kombucha
ise 12 mm ¢apta zon olusturmustur. 14 giinliik fermantasyonun tamamlanmasi sonucu
elde edilen Grneklerin tamaminda anti-mikrobiyal aktivite tespit edilmistir. Siyah cay
kombucha 20 mm, yesil ¢ay kombucha 21 mm, S. bilgerana kombucha 19 mm, G.
nigdeense kombucha 19 mm ve P. lanceolata kombucha 18 mm ¢apta zon olusturmustur.
Fermantasyon siiresine bagl kalarak anti-mikrobiyal 6zellik fermantasyon siiresi ile

dogru orantili bir gekilde artis gostermektedir. Ayrica 1. ve 7. glindeki fermantasyon
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iriinlerinde anti-mikrobiyal 6zellik gdstermeyen S. bilgerana kombucha, G. nigdeense
ve P. lanceolata kombucha 14 giinliik fermantasyonun sonunda 6nemli derecede anti-
mikrobiyal ozellik gostermistir. 14 giinliikk fermantasyon sonucunda elde edilen
kombucha 6rneklerinin E. coli O157:H7-ATCC 35150 susu iizerinde anti-mikrobiyal
ozellik gosterdigi tespit edilmistir. Sekil 4.14°te ise kombucha 6rneklerinin olusturduklari

zonlar goriilmektedir.

Cizelge 4.13. Kombucha orneklerinin E.coli susunda olusturdugu zon gaplari

E. coli O157:H7-ATCC 35150 Sus
Kombu Cay1 Ornekleri f 1. giin 7. giin 14. giin
ermantasyon | fermantasyon | fermantasyon
Siyah ¢ay kombucha X 16 mm 20 mm
Yesil ¢ay kombucha X 12 mm 21 mm
S. bilgerana kombucha X X 19 mm
G. nigdeense kombucha X X 19 mm
P. lanceolata kombucha X X 18 mm
Asetik asit 16 mm 16 mm 16 mm

Sekil 4.14. Kombucha 6rneklerinin E.coli susunda olusturdugu zonlarin gériintimii

Kombucha o6rneklerinin S. enterica subsp. enteritica ATCC13311 susu iizerine

uygulanmast sonucu ortaya ¢ikan anti-mikrobiyal aktiviteler Cizelge 4.14’te
gosterilmektedir. Sonuglara bakildiginda fermantasyonun 1. giinii alinan 6rneklerin hig
biri anti-mikrobiyal 6zellik gdstermemistir. Fermantasyonun 7. giinii itibariyle anti-
mikrobiyal etki goriilmeye baslanmistir. 7. giin fermantasyon iiriinleri igerisinde siyah

cay ve yesil ¢ay ile hazirlanan kombucha orneklerinde anti-mikrobiyal aktivite tespit
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edilirken S. bilgerana kombucha, G. nigdeense kombucha ve P. lanceolata kombucha
orneklerinin bir etki gdstermedigi goriilmektedir. Siyah ¢ay ile hazirlanan kombucha 15
mm ¢apta zon yapmistir. Yesil cay ile hazirlanan kombucha ise 12 mm ¢apta zon
olusturmustur. Fermantasyon siirecinin 14. giiniinde aliman kombucha orneklerinin
hepsinde anti-mikrobiyal aktivite gdzlenmistir. Siyah ¢ay kombucha 20 mm, yesil ¢ay
kombucha 21 mm, S. bilgerana kombucha 20 mm, G. nigdeense kombucha 19 mm ve P.
lanceolata kombucha 18 mm capta zon olusturmustur. Fermantasyon siiresine bagl
kalarak anti-mikrobiyal 6zelligin S. enterica subsp. enteritica ATCC13311 susu lizerinde
etkisi belirlenmistir. Ortaya ¢ikan bu etki fermantasyon siiresi bagli olarak dogrusal bir
artis gostermistir. Fermantasyonun ilk giinlerinde etki gostermeyen S. bilgerana
kombucha, G. nigdeense kombucha ve P. lanceolata kombucha fermantasyonun 14. giinii
itibari ile etki gostermeye baslamistir. 14 giinliik fermantasyon sonucunda hazirlanmis
olan biitiin kombucha Orneklerinin S. enterica subsp. enteritica ATCC13311 susu
tizerinde anti-mikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Sekil 4.15°te ise kombucha

orneklerinin olusturduklart zonlar gériilmektedir.

Cizelge 4.14. Kombucha 6rneklerinin S. enterica subsp. enteritica susunda olusturdugu
zon ¢aplar1

S. enterica subsp. enteritica ATCC13311 Sus
Kombu Cay1 Ornekleri f 1. giin 7. giin 14. giin
ermantasyon | fermantasyon | fermantasyon
Siyah cay kombucha X 15 mm 20 mm
Yesil cay kombucha X 12 mm 21 mm
S. bilgerana kombucha X X 20 mm
G. nigdeense kombucha X X 19 mm
P. lanceolata kombucha X X 18 mm
Asetik asit 17 mm 17 mm 17 mm
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Sekil 4.15. Kombucha 6rneklerinin S. enterica subsp. enteritica susunda olusturdugu
zonlarin goriiniimii

Kombucha orneklerinin liyofilizatlar1 S. aureus MRSA ATCC 43300 susu lizerine anti-
mikrobiyal Ozelliklerini belirlemek icin uygulanmistir. Sonuglar Cizelge 4.15°te
gosterilmektedir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde kombucha hazirlanmasi
sirasindaki  fermantasyonun 1. giliniinde alinan Orneklerin uygulanmasi sonucu
besiyerinde hi¢ zon olusmadigi gozlemlenmistir. Bundan dolay1 1. giin 6rneklerinin S.
aureus MRSA ATCC 43300 susu ilizerinde anti-mikrobiyal etkisi oldugu sdylenemez.
Ancak 7. glin fermantasyon iirlinlerinden siyah ¢ay ve yesil ¢ay ile hazirlanan kombucha
liyofilizatlar1 zon olusturmustur. Siyah ¢ay kombucha 19 mm ¢apta zon olustururken yesil
cay kombucha 15 mm c¢apta zon olusturmustur. Bu sonuglarin yaninda 7. giin
fermantasyon iiriinleri alinan S. bilgerana kombucha, G. nigdeense kombucha ve P.
lanceolata kombucha ornekleri zon olusturmamistir. 14 giiniin sonunda olusan
fermantasyon {irlinlerinin uygulanmasi sonucu elde edilen sonuglara bakildiginda biitiin
kombucha o6rneklerinin zon olusturdugu goriilmektedir. Siyah ¢ay kombucha 21 mm,
yesil cay kombucha 23 mm, S. bilgerana kombucha 21 mm, G. nigdeense kombucha 19
mm ve P. lanceolata kombucha 18 mm ¢apta zon olusturmustur. Fermantasyon siiresi
g6z oniinde bulundurularak anti-mikrobiyal 6zelligin S. aureus MRSA ATCC 43300 susu
tizerinde etkisi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar anti-mikrobiyal aktivitenin
fermantasyon siiresiyle alakali olarak dogrusal bir artis gosterdigini tespit etmistir.
Fermantasyonun ilk giinlerinde etki gostermeyen S. bilgerana kombucha, G. nigdeense
kombucha ve P. lanceolata kombucha fermantasyonun 14. giinii itibari ile etki

gostermeye baslamistir. 14 giinliilk fermantasyon sonucunda hazirlanmis olan biitiin
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kombucha orneklerinin S. aureus MRSA ATCC 43300 susu lizerinde anti-mikrobiyal

etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Sekil 4.16’da

olusturduklar1 zonlar goriilmektedir.

ise kombucha 0rneklerinin

Cizelge 4.15. Kombucha o6rneklerinin S. aureus susunda olusturdugu zon ¢aplari

S. aureus MRSA ATCC 43300 Sus
2 . 1. giin 7. giin 14. giin
Kombu Cayr Ornekleri fermaﬁtasyon fermargmtasyon fermangtasyon

Siyah ¢cay kombucha X 19 mm 21 mm
Yesil cay kombucha X 15 mm 23 mm
S. bilgerana kombucha X X 21 mm
G. nigdeense kombucha X X 19 mm
P. lanceolata kombucha X X 18 mm
Asetik asit 17 mm 17 mm 17 mm

Sekil 4.16. Kombucha 6rneklerinin S. aureus susunda olusturdugu zonlarin goriiniimii

Kombucha orneklerinin liyofilizatlar1 P. aeruginosa ATCC 27809 susu iizerine anti-
mikrobiyal 6zelliklerini belirlemek icin test edilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.16’da
gosterilmektedir. Sonuglar degerlendirildiginde fermantasyonun 1. giiniinde alinan
ornekler besiyerlerinde agilan kuyucuklara 100 pL pipetlenmistir. 1. giin liyofilizatlarin
uygulanmasi sonucu kuyucuklarda hi¢ zon olusmamistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak 1.
giin liyofilizatlarin P. aeruginosa ATCC 27809 susu iizerinde anti-mikrobiyal etkisi
oldugu gozlenmemistir. Fakat 7. giin fermantasyon iiriinlerinden siyah gay ve yesil ¢ay
ile hazirlanan kombucha liyofilizatlar1 zon olusturmustur. Siyah ¢ay kombucha 18 mm

capta zon olustururken yesil cay kombucha 15 mm c¢apta zon olusturmustur. Bu
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sonuglarin yaninda 7. giin fermantasyon tiriinleri alinan S. bilgerana kombucha, G.
nigdeense kombucha ve P. lanceolata kombucha 6rnekleri zon olusturmamustir. 14 giiniin
sonunda olusan fermantasyon iiriinlerinin uygulanmasi sonucu elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, biitiin kombucha liyofilizatlarinin zon olusturdugu belirlenmistir.
Siyah ¢ay kombucha 22 mm, yesil cay kombucha 22 mm, S. bilgerana kombucha 20 mm,
G. nigdeense kombucha 19 mm ve P. lanceolata kombucha 18 mm g¢apta zon
olusturmustur. Fermantasyon siiresi goz 6niinde bulundurularak anti-mikrobiyal 6zelligin
P. aeruginosa ATCC 27809 susu iizerinde etkisi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar anti-
mikrobiyal aktivitenin fermantasyon siiresiyle iligkili olarak dogrusal bir artis
gostermistir. Fermantasyonun ilk giinlerinde etki gostermeyen S. bilgerana kombucha,
G. nigdeense kombucha ve P. lanceolata kombucha fermantasyonun 14. giinii itibari ile
anti-mikrobiyal aktivite gostermistir. 14 giinliikk fermantasyon sonucunda hazirlanmis
olan biitlin kombucha 6rneklerinin P. aeruginosa ATCC 27809 susu iizerinde anti-
mikrobiyal etkiye sahip oldugu Sonucunu ulasilmistir. Sekil 4.17°de ise kombucha

orneklerinin olusturduklart zonlar gériilmektedir.

Cizelge 4.16. Kombucha 6rneklerinin P. aeruginosa susunda olusturdugu zon ¢aplari

P. aeruginosa ATCC 27809 Sus
Kombu Cay1 Ornekleri ; 1. giin 7. gin 14. giin
ermantasyon | fermantasyon | fermantasyon
Siyah ¢ay kombucha X 18 mm 22 mm
Yesil cay kombucha X 15 mm 22 mm
S. bilgerana kombucha X X 20 mm
G. nigdeense kombucha X X 19 mm
P. lanceolata kombucha X X 18 mm
Asetik asit 17 mm 17 mm 17 mm
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Sekil 4.17. Kombucha 6rneklerinin P. aeruginosa susunda olusturdugu zonlarin
gorinimu

Kombucha orneklerinin liyofilizatlar1 L. monocytogenes susu lizerine anti-mikrobiyal
ozelliklerini belirlemek i¢in uygulanmistir. Sonuglar Cizelge 4.17°de gosterilmektedir.
Elde edilen wveriler degerlendirildiginde kombucha hazirlanmasi sirasindaki
fermantasyonun 1. giiniinde alinan 6rneklerin uygulanmasi sonucu besiyerinde hi¢ zon
olugmadigi gozlemlenmistir. Bundan dolay1 1. giin 6rneklerinin L. monocytogenes susu
iizerinde anti-mikrobiyal etkisi oldugu sOylenemez. Ancak 7. giin fermantasyon
iriinlerinden siyah ¢ay ve yesil cay ile hazirlanan kombucha liyofilizatlar1 zon
olusturmustur. Siyah ¢ay kombucha 17 mm ¢apta zon olustururken yesil ¢cay kombucha
13 mm gapta zon olusturmustur. Bu sonuglarin yaninda 7. giin fermantasyon iirtinleri
alinan S. bilgerana kombucha, G. nigdeense kombucha P. lanceolata kombucha 6rnekleri
zon olusturmamustir. 14 giliniin sonunda olugan fermantasyon iriinlerinin uygulanmasi
sonucu elde edilen sonuglara bakildiginda biitiin kombucha 6rneklerinin zon olusturdugu
goriilmektedir. Siyah ¢ay kombucha 20 mm, yesil ¢ay kombucha 22 mm, S. bilgerana
kombucha 19 mm, G. nigdeense kombucha 19 mm ve P. lanceolata kombucha 17 mm
capta zon olusturmustur. Fermantasyon siiresi goéz Onilinde bulundurularak anti-
mikrobiyal 6zelligin L. monocytogenes susu iizerinde etkisi belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar anti-mikrobiyal aktivitenin fermantasyon siiresiyle alakali olarak dogrusal bir
artis gosterdigini tespit etmistir. Fermantasyonun ilk giinlerinde etki gostermeyen S.
bilgerana kombucha, G. nigdeense kombucha ve P. lanceolata kombucha
fermantasyonun 14. giinii itibari ile etki gostermeye baslamustir. 14 giinliik fermantasyon

sonucunda hazirlanmig olan biitiin kombucha o6rneklerinin L. monocytogenes susu
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iizerinde anti-mikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Sekil 4.18’de ise kombucha

liyofilizatlarinin olusturduklar1 zonlar goériilmektedir.

Cizelge 4.17. Kombucha 6rneklerinin L. monocytogenes susunda olusturdugu zon

caplari
L. monocytogenes Sus
Kombu Cay1 Ornekleri ; 1. giin 7. giin 14. giin
ermantasyon | fermantasyon | fermantasyon
Siyah cay kombucha X 17 mm 20 mm
Yesil ¢ay kombucha X 13 mm 22 mm
S. bilgerana kombucha X X 19 mm
G. nigdeense kombucha X X 19 mm
P. lanceolata kombucha X X 17 mm
Asetik asit 17 mm 17 mm 17 mm

Sekil 4.18. Kombucha 6rneklerinin L. monocytogenes susunda olusturdugu zonlarin
gorinumu

Cetojevié-Simin vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada siyah cay ve Satureja montana L.
bitkisini substrat olarak kullanarak kombucha hazirlamiglardir. Kombuchalarin hazir
oldugu noktanin tiiketilebilir asitlik derecesi olan 3,5-4,5 g/L olana kadar tutmuslardir.
Fermantasyon siiresinin sonunda hazirlanan kombucha 6rneklerinin 0,22 pm filtreden
gecirerek hazirladiklar1 besiyerlerine 100 pL olarak pipetlemislerdir. Gram negatif
bakteriler: P. aeruginosa (ATCC 27853), Proteus mirabilis (ATCC 35659), E. coli
(ATCC 25922), S. enteritidis (ATCC 13076); Gram positif bakteriler: S. aureus (ATCC
25923), Bacillus cereus (ATCC 10876), Sarcina lutea (ATCC 9341); mayalar:
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Saccharomyces cerevisiae (112, Hefebank Weihenstephan), Candida pseudotropicalis,
Rhodotorula spp. ve kiifler: Penicillium aurantiogriseum, Aspergillus niger ve
Aspergillus flavus kiiltiirleri {izerinde test etmislerdir. Siyah ¢ay ile hazirlanan kombucha
orneklerinden Proteus mirabilis hari¢ biitiin patojenlerde antimikrobiyal aktivite
belirlemislerdir. Satureja montana L. ile hazirlanan kombucha 6rneklerinden ise Proteus
mirabilis ve S. aureus suslart hari¢ biitiin patojenlerde antimikrobiyal aktivite tespit
etmiglerdir. En iyi sonuglar siyah ¢ay icin S. enteritidis (12,33 mm ¢ap zon) ve E. coli
(13,67 mm ¢ap zon) olmustur. Satureja montana L. i¢in ise S. enteritidis (13,33 mm gap
zon) ve E. coli (14 mm ¢ap zon) olmustur. Yaptigimiz ¢alismada siyah ¢ay ile hazirlanan
kombucha 6rneklerinin S. enteritidis ile ayn1 genusa sahip S. enterica subsp. enteritica
susu tizerinde 7. giin fermantasyon iiriinlerinin benzer sonuglar (15 mm ¢ap zon) ortaya
cikardigr goriilmektedir. Ayrica E. coli susu ilizerinde yaptigimiz ¢alismada ise ayni
sekilde benzer sonuglarin 7. giin fermantasyon iriinlerinde goézlendigi belirlenmistir.
Genel olarak patojen suslar lizerine yapilan antimikrobiyal aktivitelerin belirlenmesinde

yapilan bu ¢alisma bizim ¢aligmamizi destekler niteliktedir.

Cetojevié-Simin vd. (2012) yaptiklar1 calismada Melissa officinalis L. bitkisini substrat
olarak kullanarak kombucha hazirlamiglardir. Fermantasyon siiresini tiiketilebilir asitlik
derecesi olan 3,5-4,5 g/L olana kadar tutmuslardir. 3 giinlik fermantasyon sonucunda
asitlik seviyesi 4,56+0,03 g/L haline gelen 6rnekleri kullanmiglardir. Fermantasyon siiresi
sonunda hazir hale gelen kombucha 6rneklerini 0,22 pm caph filtreden gecirerek steril
hale getirmislerdir. Steril hale getirilen kombucha 6rneklerini gram negatif bakteriler: P.
aeruginosa (ATCC 27853), Proteus mirabilis (ATCC 35659), E. coli (ATCC 25922), S.
enteritidis (ATCC 13076), Erwinia carotovora (NCPPB 595); Gram positif bakteriler: S.
aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 10876), Sarcina lutea (ATCC 9341);
mayalar: Saccharomyces cerevisiae (112, Hefebank Weihenstephan), Candida
pseudotropicalis, Rhodotorula spp. ve kiifler: Penicillium aurantiogriseum, Aspergillus
niger ve Aspergillus flavus suslar iizerine 100 pL pipetleyerek sonuglari belirlemislerdir.
3 giinliik fermantasyon sonucunda asitlik seviyesi 4,56+0,03 g/L haline gelen &rnekleri
kullanmislardir. Sonug olarak S. enteritidis, E. coli, Proteus mirabilis, P. aeruginosa,
Erwinia carotovora, S. aureus, Bacillus cereus suslari iizerinde antimikrobiyal etki
belirlemislerdir. En iyi antimikrobiyal etkiyi Erwinia carotovora iizerinde 17,83 mm
capta zonla belirlemislerdir. S. enteritidis, E. coli, P. aeruginosa, Bacillus cereus suslari

tizerinde ise yaklastk 14 mm ¢apta zon olmak iizere antimikrobiyal aktivite tespit
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edilmistir. Yaptigimiz ¢alismada ise 7 giinliik fermantasyon iiriinlerinde benzer sonuglara
ulasilmistir. Siyah ¢ay ve yesil ¢ay ile hazirlanan kombucha 6rneklerimiz anti-mikrobiyal
aktivite gostermeye baslamistir. Fermantasyon siiresinin artmasi ile antimikrobiyal
ozellik artmistir. Bu ¢alisma sonuclar1 agisindan bizim yaptigimiz calisma ile paralellik

gostermektedir.

Tuvd. (2019) yaptiklari calismada peynir alt1 suyu kullanarak kombucha hazirlamiglardir.
1:10 oraninda peynir alti1 suyuyla kombucha hazirlamadan once otoklavda steril
etmislerdir. Ardindan kombucha kiiltiiriinii ekleyerek 7 giin boyunca fermantasyona
birakmislardir. Gram positif: S. aureus ATCC6538 ve Gram negatif: E. coli ATCC8099
ve Bacillus subtilis JMH-1 suslari {izerine agilan 9 mm ¢aptaki kuyucuklara 100 pL
ekleyerek sonuglar1 belirlemislerdir. Hazirlanan kombucha o6rnekleri biitiin suslarda
anlamli derecede antimikrobiyal etki gostermistir. Peynir alti suyundan hazirlanan
kombucha ornekleri i¢inde en yiiksek antimikrobiyal aktivite E. coli {izerinde 190 mm
capta zonla gozlemlenmistir. Ayrica S. aureus’ta 183 mm ve Bacillus subtilis’ ise 123
mm c¢apta zon gbézlemlenmistir. Kombucha kiiltiirii ile fermente edilmeyen peynir alt1
suyunda ise her 3 sus i¢in 90 mm capta zon gozlemlenmistir. Bu sonucglara bakarak
kombucha kiiltiirii ile fermantasyona ugratilan dogal iiriinlerin antimikrobiyal 6zelliklerin
arttig1 soylenilebilir. Bu sonuglar yaptigimiz calismada elde edilen verileri destekler

niteliktedir.

Coskun ve Kayisoglu (2020) yaptiklar1 ¢alismada siyah gay, yesil ¢ay, adagay1 (Salvia
fruticosa Mill.), nane (Mentha piperita L.) ve ihlamur (Tilia cordata) yapraklarini
kullanarak kombucha hazirlamislardir. Hazirladiklar1 kombuchalarin fermantasyonun 3,
7, 10 ve 14. giinlinde 6rnekler alip antimikrobiyal testlerini yapmislardir. Hazirladiklar
ornekleri Lactobacillus, Lactococcus, maya ve asetik asit bakteri suslarina
uygulamislardir. Antimikrobiyal aktivite sonuglarini, olusan zon c¢aplarimi Olgerek
belirlemiglerdir. Uygulanan biitiin suslarda antimikrobiyal aktivite belirlenmistir. 3
giinliik fermantasyon sonucunda Lactobacillus suslarinda en iyi antimikrobiyal
aktivitenin thlamur ile hazirlanan kombucha oldugunu tespit etmisler. Lactococcus ve
maya i¢in ise 3 giinliik fermantasyon sonucunda siyah ¢ayin en iyisi oldugu belirlenirken
asetik asit bakterileri i¢in 3 giinliik fermantasyon sonucunda adagayi ile hazirlanan
kombuchanin en iyisi oldugunu belirlemislerdir. 7 giinliik fermantasyon {iriinlerine

bakildiginda Lactobacillus ve Lactococcus igin en iyi drnegin yesil ¢ay ile hazirlanan
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kombucha 6rnegi oldugu goriiliirken maya ic¢in thlamur asetik asit bakterisi i¢in ise
adagay1r oldugu gorilmektedir. 10 giinliik fermantasyon iiriinleri incelendiginde
Lactobacillus igin en iyi 6rnegin thlamur oldugu gézlemlenirken Lactococcus igin yesil
cayin maya ve asetik asit bakterisi i¢in adagayinin en 1y1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir. 14 giinliik fermantasyon iiriinleri incelendiginde Lactobacillus ve maya
icin yesil ¢ay Lactococcus i¢in adacgay asetik asit bakterisi i¢in thlamur ile hazirlanan
kombuchanin en iyi oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak yaptigimiz
calismadaki gibi geleneksel kombucha hazirlama iirlinli olan siyah cay ve yesil cay
disinda farkli substratlar kullanilarak hazirlanan kombucha 6rneklerinin antimikrobiyal
Ozellik gosterdigi sdylenilebilir. Ayrica yaptigimiz ¢alisma ile elde edilen fermantasyon
stiresine bagli olarak antimikrobiyal aktivitede dogrusal bir artis olabilecegi ifadesi bu

calisma ile desteklenmektedir.

Yapilan anti-mikrobiyal testler sonucunda farkli substralar kullanilarak hazirlanan kombu
cay1 ornekleri calisilmistir. Elde edilen verilere gore fermantasyonun 1. giinii anti-
mikrobiyal etki gozlenmemistir. Anti-mikrobiyal etkinin ortaya ¢iktigi ilk zaman
fermantasyonun 7. giinlidiir. 7. giin 6rneklerinde ise sadece siyah ¢ay ve yesil cay ile
hazirlanan 6rneklerin ani-mikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir. Fermantasyonun 14.
giinii biitlin 6rneklerde anti-mikrobiyal 6zellik gézlenmistir. Bunun en 6nemli nedeni

olarak fermantasyon siiresi boyunca liretilen asetik asit oldugu diistiniilmstiir.

4.3 Total Fenol icerigi

Siyah gay, yesil ¢ay, S. bilgerana, G. nigdeense ve P. lanceolata substratlar: kullanilarak
hazirlanan kombucha caylarindan 1., 7. ve 14. gilinlerinde alinarak hazirlanan
liyofilizatlarin total fenolik madde igerigini belirlemek amaci ile Folin—Ciocalteau
metodu uygulanmistir. Bu metot sonucu elde edilen veriler gallik asit esdegerleri olarak
hesaplanmistir. Fenolik maddelerin radikal siipiiriicii aktivitesi aromatik halkada bulunan
hidroksil gruplarinin sayisiyla yakindan iligkilidir. Cok sayida hidroksil grubu iceren
bilesikler daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Antioksidan aktivitenin yiiksek
olmas1 Ornegin biinyesinde ihtiva ettigi fenollerle yakindan iligkilidir. Total fenol
iceriklerine bakildiginda fermantasyonun 1. giinii alinarak hazirlanan liyofilizatlarla
fermantasyonun son giinii olan 14. giin alinan liyofilizatlarin tiimiinde total fenolik i¢erik

belirlenmigtir. 1. giin Orneklerdeki total fenolik igerikleri siyah cay kombucha
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orneklerinde 6,67 ug GAE/mg, yesil ¢ay kombucha 6rneklerinde 6,98 ng GAE/mg, S.
bilgerana kombucha orneklerinde 6,98 pg GAE/mg ve G. nigdeense kombucha
orneklerinde 3,06 pug GAE/mg olarak tespit edilmistir. Fermantasyonun 7. giiniin de
alinan orneklerde ise total fenolik igerigi siyah ¢ay kombucha o6rneklerinde 7,05 pg
GAE/mg, yesil ¢ay kombucha orneklerinde 6,72 ug GAE/mg, S. bilgerana kombucha
orneklerinde 3,81 pg GAE/mg ve G. nigdeense kombucha 6rneklerinde 2,91 pug GAE/mg
olarak belirlenmistir. Fermantasyonun son giinii olan 14. giinde alinan 6rneklerin total
fenolik igerikleri ise siyah ¢ay kombucha 6rneklerinde 39,07 ng GAE/mg, yesil ¢ay
kombucha 6rneklerinde 36,41 ug GAE/mg, S. bilgerana kombucha 6rneklerinde 14,22
ug GAE/mg ve G. nigdeense kombucha oOrneklerinde 7,68 pg GAE/mg olarak
Ol¢iilmiistiir. Fermantasyon siiresine bagli olarak kombucha liyofilizatlarinin total fenolik

igcerigi anlamh sekilde artmistir. Sonuclar Cizelge 4.18de gosterilmektedir.

Cizelge 4.18. Total fenolik igerigi (ug GAE/mg)

Kombu Cay1 Ornekleri f 1. giin 7. giin 14. giin
ermantasyon | fermantasyon | fermantasyon
Siyah ¢ay kombucha 6,67 7,05 39,07
Yesil cay kombucha 6,98 6,72 36,41
S. bilgerana kombucha 3,70 3,81 14,22
G. nigdeense kombucha 3,06 2,91 7,68
P. lanceolata kombucha 3,50 3,01 8,65

Ahmed vd. (2020) yaptiklar1 ¢alismada siyah cay, arpa ve piring olmak tizere farkli
substratlar kullanarak hazirladiklar1 kombucha orneklerinde total fenolik igeriklerini
analiz etmislerdir. Bu calisma da fermantasyon siiresi olarak 6. ve 8. giinii tercih
etmiglerdir. Bu glinlerde alinan Orneklerdeki total fenolik madde miktarini tayin
etmislerdir. Caligmanin sonucunda siyah c¢ay ile hazirlanan kombucha 6rneklerinin 6.
glindeki total fenolik madde miktar1 36,22 ppm iken 8. giinde 45,69 ppm olarak
Olciilmiistiir. Fermantasyon siiresi arttikca total fenolik madde miktarinin arttigini tespit

etmislerdir. Bu sonuglar bizim elde ettigimiz sonuglar ile paralellik gostermektedir.
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Sekil 4.19. Liyofilizatlarin total fenolik icerigi

Fibrianto vd. (2020) yaptiklar1 ¢aligmada siyah ¢ay ve normal kahveden daha sert olan
robusta kahve yapraklarimi kullanilarak kombucha hazirlamislardir. 3 giinliik
fermantasyon siiresine tabii tuttuklari Orneklerin total fenolik igeriklerini Folin—
Ciocalteau metodu ile belirlemislerdir. Fermantasyon siiresi sonunda siyah cay ile
hazirlanan kombucha orneklerinin total fenolik igeriginin 291,3 ug GAE/mg olarak
belirlerken robusta kahve yapraklarindan hazirladiklar1 kombucha 6rneklerinin total
fenolik madde miktarin1 125,3 pg GAE/mg olarak belirlemislerdir. Yapilan bu ¢alisma
farkli bitki yapraklarinin kullanimi sonucu kombucha hazirlanmasi agisindan yaptigimiz
calisma ile benzerlik gostermistir. Sonug olarak farkli substratlar kullanilarak hazirlanan
kombucha Orneklerinde yaptigimiz g¢alismada ki gibi total fenolik madde igerigi

belirlenmistir.

Total fenolik icerigi belirlemek i¢in yapilan analizler sonucunda biitiin 6rneklerde fenolik
icerik belirlenmistir. Fenolik igerigin pek c¢ok biyolojik aktivite ile iliskisi oldugu
bilinmektedir. Fermantasyonun ilk giinlerinde fenolik icerik miktar1 az bulunurken 14.

giinde artis gostermistir.
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4.4 Anti-kanserojen Test Sonuclar:

Siyah ¢ay kullanilarak hazirlanan kombu ¢ay1 6rneklerinin antikanserojen aktivitelerini
belirlemek i¢in 24 saat inkiibe edilen kolon kanseri (CaCo-2) hiicrelerinin sitotoksisite ve
canlilik degisimleri XTT canlilik testi ile analiz edilmistir. Yapilan analizlerde 5, 10, 50,
100, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda ¢ozeltiler kullanilmistir. Kontrol olarak O
ug/mL kombu ¢ay1 6rneklerinin canli hiicre sayilar tiim zaman dilimlerinde 10* olarak
kabul edilmistir. Hiicre canliliginin hesaplanmasinda % giderim elde edilemedigi i¢in
absorbans degerleri verilmistir. CaCo-2 hiicreleri 24 saat siyah ¢ay ile hazirlanan kombu
caymin 1. giin fermantasyon iiriinleri ile inkiibe edildiginde doza bagl olarak (5, 10, 50,
100, 500 ve 1000 pg/mL) absorbans degerleri sirasiyla 2,518+0,029, 2,362+0,120,
3,127+0,115, 3,153+0,176, 3,033+0,085 ve 2,834+0,151 olarak belirlenmistir. CaCo-2
hiicreleri 24 saat siyah cay ile hazirlanan kombu ¢ayinin 7. giin fermantasyon iiriinleri ile
inkiibe edildiginde doza bagli olarak (5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 png/mL) absorbans
degerleri sirasiyla 2,397+0,021, 2,431+0,069, 2,618+0,151, 2,464+0,340, 2,491+0,192 ve
2,478+0,153 olarak belirlenmistir. CaCo-2 hiicreleri 24 saat siyah cay ile hazirlanan
kombu ¢ayinin 14. giin fermantasyon iiriinleri ile inkiibe edildiginde doza bagli olarak (5,
10, 50, 100, 500 ve 1000 pug/mL) absorbans degerleri sirasiyla 2,228+0,029, 2,268+0,108,
2,247+0,072, 2,367+0,129, 2,376+0,091 ve 2,278+0,063 olarak belirlenmistir. Analiz

edilen 6rneklerin absorbans degerleri Cizelge 4.19°da gosterilmistir.

Cizelge 4.19. Siyah ¢ay kombuchanin XTT absorbans degerleri

Siyah cay kombucha
Kons. 1. giin 7. giin 14. giin
(ng/mL) | fermantasyon | fermantasyon | fermantasyon
0 2,198+0,120 | 2,198+0,120 | 2,198+0,120
5 2,518+0,029 | 2,397+0,021 | 2,228+0,029
10 2,362+0,120 | 2,431+0,069 | 2,268+0,108
50 3,127+0,115 | 2,618+0,151 | 2,247+0,072
100 3,153+0,176 | 2,464+0,340 | 2,367+0,129
500 3,033+0,085 | 2,491+0,192 | 2,376+0,091
1000 2,834+0,151 | 2,478+0,153 | 2,278+0,063

Elde edilen veriler analiz edildiginde canli hiicre sayisinda azalma olmadig1 gézlenmistir.
Artan konsantrasyona bagli olarak canli hiicre sayisinda artis gdzlenmistir. Ozellikle

fermantasyonun 1. giiniinde alinan 6rneklerin 50 pg/mL ve iizeri konsantrasyonlarda artis
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olmustur. Fermantasyonun 7. ve 14. giinlinde alinan 6rnekler i¢in de 50 pg/mL ve iizeri
konsantrasyonlarda artis oldugu belirlenmistir. Bu verilere gore siyah cay ile hazirlanan
kombu c¢ayr orneklerinin anti-kanserojen aktivitesi olmadigi sonucuna ulasilmistir.

Sonuglar Sekil 4.20°de gosterilmistir.

Siyah Cay Absorbans Degerleri
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Sekil 4.20. Siyah ¢ay kombucha canli hiicre sayisi

Yesil cay kullanilarak hazirlanan kombu ¢ay1 6rneklerinin antikanserojen aktivitelerini
belirlemek i¢in 24 saat inkiibe edilen kolon kanseri (CaCo-2) hiicrelerinin sitotoksisite ve
canlilik degisimleri XTT canlilik testi ile analiz edilmistir. Yapilan analizlerde 5, 10, 50,
100, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda ¢ozeltiler kullanilmistir. Kontrol olarak 0
ug/mL kombu ¢ay1 6rneklerinin canl hiicre sayilar tiim zaman dilimlerinde 10* olarak
kabul edilmistir. Hiicre canliliginin hesaplanmasinda % giderim elde edilemedigi igin
absorbans degerleri verilmistir. CaCo-2 hiicreleri 24 saat siyah ¢ay ile hazirlanan kombu
cayimnin 1. giin fermantasyon {iriinleri ile inkiibe edildiginde doza bagli olarak (5, 10, 50,
100, 500 ve 1000 ug/mL) absorbans degerleri sirasiyla 2,3144+0,077, 2,246+0,076,
2,140+0,053, 2,444+0,105, 2,372+0,099 ve 2,266+0,063 olarak belirlenmistir. CaCo-2
hiicreleri 24 saat siyah cay ile hazirlanan kombu ¢ayinin 7. giin fermantasyon iiriinleri ile
inkiibe edildiginde doza bagli olarak (5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 pug/mL) absorbans
degerleri sirastyla 2,581+0,029, 2,585+0,066, 2,559+0,207, 2,557+0,164, 2,476+0,223 ve
2,438+0,289 olarak belirlenmistir. CaCo-2 hiicreleri 24 saat siyah ¢ay ile hazirlanan
kombu ¢ayimin 14. giin fermantasyon tirtinleri ile inkiibe edildiginde doza bagl olarak (5,

10, 50, 100, 500 ve 1000 pg/mL) absorbans degerleri sirasiyla 2,420+0,135, 2,722+0,152,
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2,724+0,107, 3,206+0,079, 3,004+0,067 ve 2,960+0,290 olarak belirlenmistir. Analiz

edilen 6rneklerin absorbans degerleri Cizelge 4.20°de gdsterilmistir.

Cizelge 4.20. Yesil cay kombuchanin XTT absorbans degerleri

Yesil cay kombucha
Kons. 1. giin 7. giin 14. giin
(ng/mL) | fermantasyon | fermantasyon | fermantasyon
0 2,198+0,120 | 2,198+0,120 | 2,198+0,120
5 2,314+0,077 | 2,581+0,029 | 2,420+0,135
10 2,246+0,076 | 2,585+0,066 | 2,722+0,152
50 2,140+0,053 | 2,559+0,207 | 2,724+0,107
100 2,444+0,105 | 2,557+0,164 | 3,206+0,079
500 2,372+0,099 | 2,476+0,223 | 3,004+0,067
1000 2,266:+0,063 | 2,438+0,289 | 2,960+0,290

Elde edilen veriler analiz edildiginde canli hiicre sayisinda azalma olmadig1 gdzlenmistir.
Artan konsantrasyona bagli olarak canli hiicre sayisinda artis gdzlenmistir. Ozellikle
fermantasyonun 14. giiniinde alinan 6rneklerin 10 pg/mL ve lizeri konsantrasyonlarda
artis olmustur. Fermantasyonun 7. ve 14. giinlinde alinan 6rnekler icin de artis oldugu

belirlenmistir. Bu verilere gore yesil ¢ay ile hazirlanan kombu ¢ay1 6rneklerinin anti-

kanserojen aktivitesi olmadigi sonucuna ulasilmistir. Sonuglar Sekil 4.21°de
gosterilmistir.
Yesil Cay Absorbans Degerleri
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Sekil 4.21. Yesil ¢ay kombucha canli hiicre sayisi
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S. bilgerana kullanilarak hazirlanan kombu ¢ay1 6rneklerinin antikanserojen aktivitelerini
belirlemek i¢in 24 saat inkiibe edilen kolon kanseri (CaCo-2) hiicrelerinin sitotoksisite ve
canlilik degisimleri XTT canlilik testi ile analiz edilmistir. Yapilan analizlerde 5, 10, 50,
100, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda ¢ozeltiler kullanilmistir. Kontrol olarak 0
ug/mL kombu ¢ay1 érneklerinin canli hiicre sayilari tiim zaman dilimlerinde 10* olarak
kabul edilmistir. Hiicre canliliginin hesaplanmasinda % giderim elde edilemedigi igin
absorbans degerleri verilmistir. Diger drneklere ait canlilik degerleri ortalama absorbans
degerlerinden orantisal olarak hesaplanmistir. CaCo-2 hiicreleri 24 saat siyah cay ile
hazirlanan kombu ¢ayinin 1. giin fermantasyon triinleri ile inkiibe edildiginde doza bagl
olarak (5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 pg/mL) absorbans degerleri sirasiyla 2,427+0,120,
2,3024+0,093, 2,137+£0,086, 2,913+0,287, 2,524+0,319 ve 2,010+0,035 olarak
belirlenmistir. CaCo-2 hiicreleri 24 saat siyah ¢ay ile hazirlanan kombu c¢ayimin 7. giin
fermantasyon iirtinleri ile inkiibe edildiginde doza bagh olarak (5, 10, 50, 100, 500 ve
1000 pg/mL) absorbans degerleri sirasiyla 2,411+0,029, 2,217+0,096, 2,279+0,137,
2,93440,043, 2,595+0,362 ve 1,983+0,053 olarak belirlenmistir. CaCo-2 hiicreleri 24 saat
siyah cay ile hazirlanan kombu caymin 14. giin fermantasyon {iriinleri ile inkiibe
edildiginde doza bagh olarak (5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 ug/mL) absorbans degerleri
sirastyla  2,283+0,165, 2,160+0,038, 2,232+0,034, 2,226+0,085, 2,158+0,085 ve
2,169+0,075 olarak belirlenmistir. Analiz edilen 6rneklerin absorbans degerleri Cizelge

4.21°de gosterilmistir.

Cizelge 4.21. S. bilgerana kombuchanin XTT absorbans degerleri

S. bilgerana kombucha
Kons. 1. giin 7. giin 14. giin
(ug/mL) | fermantasyon | fermantasyon | fermantasyon
0 2,198+0,120 | 2,198+0,120 | 2,198+0,120
5 2,427+0,120 | 2,411+0,029 | 2,283+0,165
10 2,302+0,093 | 2,217+0,096 | 2,160+0,038
50 2,137+0,086 | 2,279+0,137 | 2,232+0,034
100 2,913+0,287 | 2,934+0,043 | 2,226+0,085
500 2,524+0,319 | 2,595+0,362 | 2,158+0,085
1000 2,010+0,035 | 1,983+0,053 | 2,169+0,075

Elde edilen veriler analiz edildiginde canli hiicre sayisinda azalma olmadig1 gézlenmistir.
Artan konsantrasyona bagl olarak canli hiicre sayisinda artis gozlenmistir. Ozellikle

fermantasyonun 1. ve 7. glinlinde alinan 6rneklerin 100 pg/mL artis gézlenirken 500 ve
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1000 pg/mL konsantrasyonlarda bu artis azalma gostermistir. Fermantasyonun 14.
giinlinde alinan 6rnekler i¢cin de herhangi bir artis belirlenmemistir. Bu verilere gore S.
bilgerana ile hazirlanan kombu cay1 orneklerinin anti-kanserojen aktivitesi olmadigi

sonucuna ulasilmistir. Sonuglar Sekil 4.22°de gosterilmistir.

S. bilgerana kombucha absorbans degerleri
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Sekil 4.22. S. bilgerana kombucha canli hiicre sayisi

G. nigdeense kullanilarak hazirlanan kombu c¢ay1 Orneklerinin antikanserojen
aktivitelerini belirlemek i¢in 24 saat inkiibe edilen kolon kanseri (CaCo-2) hiicrelerinin
sitotoksisite ve canlilik degisimleri XTT canlilik testi ile analiz edilmistir. Yapilan
analizlerde 5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda c¢ozeltiler
kullanilmistir. Kontrol olarak 0 pg/mL kombu ¢ay1 6rneklerinin canli hiicre sayilari tiim
zaman dilimlerinde 10* olarak kabul edilmistir. Hiicre canliliginin hesaplanmasinda %
giderim elde edilemedigi igin absorbans degerleri verilmistir. CaCo-2 hiicreleri 24 saat
siyah cay ile hazirlanan kombu c¢aymin 1. giin fermantasyon {iriinleri ile inkiibe
edildiginde doza bagl olarak (5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 ug/mL) absorbans degerleri
sirastyla 2,20440,023, 2,279+0,086, 2,222+0,158, 2,114+0,203, 2,168+0,120 ve
2,305+0,155 olarak belirlenmistir. CaCo-2 hiicreleri 24 saat siyah ¢ay ile hazirlanan
kombu ¢ayinin 7. gilin fermantasyon tirlinleri ile inkiibe edildiginde doza bagli olarak (5,
10, 50, 100, 500 ve 1000 pug/mL) absorbans degerleri sirasiyla 2,322+0,238, 2,213+0,010,
2,155+0,166, 2,425+0,040, 2,510+0,096 ve 2,55140,042 olarak belirlenmistir. CaCo-2
hiicreleri 24 saat siyah cay ile hazirlanan kombu ¢ayinin 14. giin fermantasyon tiriinleri

ile inkiibe edildiginde doza bagl olarak (5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 pg/mL) absorbans
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degerleri sirasiyla 2,422+0,107, 2,291+0,095, 2,202+0,107, 2,230+0,141, 2,2534+0,125 ve

2,229+0,069 olarak belirlenmistir. Analiz edilen 6rneklerin absorbans degerleri Cizelge

4.22’de gosterilmistir.

Cizelge 4.22. G. nigdeense kombuchanin XTT absorbans degerleri

G. nigdeense kombucha
Kons. 1. giin 7. giin 14. giin
(ng/mL) | fermantasyon | fermantasyon | fermantasyon
0 2,198+0,120 | 2,198+0,120 | 2,198+0,120
5 2,204+0,023 | 2,322+0,238 | 2,422+0,107
10 2,279+0,086 | 2,213+0,010 | 2,291+0,095
50 2,222+0,158 | 2,155+0,166 | 2,202+0,107
100 2,114+0,203 | 2,425+0,040 | 2,230+0,141
500 2,168+0,120 | 2,510+0,096 | 2,253+0,125
1000 2,305+0,155 | 2,551+0,042 | 2,229+0,069

Elde edilen veriler analiz edildiginde canli hiicre sayisinda azalma olmadig1 gozlenmistir.
Artan konsantrasyona bagl olarak canli hiicre sayisinda artis gozlenmistir. Ozellikle
fermantasyonun 7. giliniinde alinan Orneklerin 100 pg/mL artis gdzlenmistir.
Fermantasyonun 1. ve 14. giinlinde alinan Ornekler i¢in de herhangi bir artis
belirlenmemistir. Bu verilere gore G. nigdeense ile hazirlanan kombu ¢ay1 6rneklerinin

anti-kanserojen aktivitesi olmadigi sonucuna ulagilmistir. Sonuglar Sekil 4.23’te

1000

gosterilmistir.

G. nigdeense kombucha absorbans degerleri
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P. lanceolata kullanilarak hazirlanan kombu g¢ay1 Orneklerinin antikanserojen
aktivitelerini belirlemek igin 24 saat inkiibe edilen kolon kanseri (CaCo-2) hiicrelerinin
sitotoksisite ve canlilik degisimleri XTT canlilik testi ile analiz edilmistir. Yapilan
analizlerde 5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda c¢ozeltiler
kullanilmistir. Kontrol olarak 0 pg/mL kombu ¢ay1 6rneklerinin canli hiicre sayilari tim
zaman dilimlerinde 10* olarak kabul edilmistir. Hiicre canliliginin hesaplanmasinda %
giderim elde edilemedigi i¢in absorbans degerleri verilmistir. CaCo-2 hiicreleri 24 saat
siyah cay ile hazirlanan kombu c¢ayimnin 1. giin fermantasyon iiriinleri ile inkiibe
edildiginde doza bagl olarak (5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 ug/mL) absorbans degerleri
sirastyla  2,499+0,025, 2,377+0,144, 2,408+0,124, 2,414+0,111, 2,306+0,194 ve
2,363+0,227 olarak belirlenmistir. CaCo-2 hiicreleri 24 saat siyah ¢ay ile hazirlanan
kombu ¢ayinin 7. giin fermantasyon tirlinleri ile inkiibe edildiginde doza bagli olarak (5,
10, 50, 100, 500 ve 1000 pug/mL) absorbans degerleri sirasiyla 2,410+0,083, 2,145+0,013,
1,928+0,071, 2,553+0,315, 2,089+0,078 ve 2,1754+0,200 olarak belirlenmistir. CaCo-2
hiicreleri 24 saat siyah cay ile hazirlanan kombu ¢ayinin 14. giin fermantasyon tiriinleri
ile inkiibe edildiginde doza bagli olarak (5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 pg/mL) ) absorbans
degerleri sirasiyla 2,266+0,098, 2,298+0,095, 2,008+0,049, 2,548+0,229, 2,208+0,254,
2,093+0,13 olarak belirlenmistir. Analiz edilen 6rneklerin absorbans degerleri Cizelge

4.23’te gosterilmistir.

Cizelge 4.23. P. lanceolata kombuchanin XTT absorbans degerleri

P. lanceolata kombucha
Kons. 1. giin 7. giin 14. giin
(ng/mL) | fermantasyon | fermantasyon | fermantasyon
0 2,198+0,120 | 2,198+0,120 | 2,198+0,120
5 2,499+0,025 | 2,410+0,083 | 2,266+0,098
10 2,377+0,144 | 2,145+0,013 | 2,298+0,095
50 2,408+0,124 | 1,928+0,071 | 2,008+0,049
100 2,414+0,111 | 2,553+0,315 | 2,548+0,229
500 2,306+0,194 | 2,089+0,078 | 2,208+0,254
1000 2,363+0,227 | 2,175+0,200 | 2,093+0,136

Elde edilen veriler analiz edildiginde canli hiicre sayisinda azalma olmadig1 gézlenmistir.

Artan konsantrasyona bagli olarak canli hiicre sayisinda artis gozlenmistir.
Fermantasyonun 7. ve 14. giiniinde alinan 6rneklerin 50 pg/mL konsantrasyonlarinda

nispeten azalma gozlenmistir. Bu azalmanin %50°den az olmasindan dolayr bir
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inhibisyon oldugu sdylenemez. Fermantasyonun 1. giinlinde alinan 6rnekler i¢in herhangi
bir artis belirlenmemistir. Bu verilere gore P. lanceolata ile hazirlanan kombu g¢ay1
orneklerinin anti-kanserojen aktivitesi olmadigi sonucuna ulasilmistir. Sonuglar Sekil

4.24’te gosterilmistir.

P. lanceolata kombucha absorbans degerleri
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Sekil 4.24. P. lanceolata kombucha canli hiicre sayisi

Hazirlanan kombu ¢ay1 6rneklerinin anti-kanserojen aktivitelerini belirlemek i¢in XTT
metodu kullanildi. Elde edilen verilere gore hazirlanan kombu c¢ayr 6rneklerinden
herhangi biri insan kolorektal kanser hiicre hatti (CaCo-2) iizerine sitotoksik etki
gostermedi. Srihari vd. (2013a) yaptiklar1 ¢alismada siyah ¢ay kullanarak kombu cay1
hazirlamislardir. Elde ettikleri kombu ¢aymi etil asetat (1:2 v/v) ile fraksiyona tabi
tutmuslardir. Daha sonra ¢oziicliyii uzaklastirarak hazirladiklart 6rnekleri distile su ile
cozerek liyofilize etmislerdir. Hazirladiklar liyofilizatlar1 100, 200, 300, 400 ve 500
ng/mL konsantrasyonlarda hazirlayarak prostat kanser hiicre hatlar1 (PC-3) tizerinde test
etmislerdir. Sonug olarak artan konsantrasyonla birlikte yiliksek oranda inhibisyon tespit
etmislerdir. Ozellikle 500 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan 6rneklerde %60°a yakin
inhibisyon elde etmiglerdir. Yaptigimiz ¢alismada elde edilen verilere gore siyah cay ile
hazirlanan kombu ¢ay1 6rnekleri insan kolorektal kanser hiicre hatt1 (CaCo-2) iizerinde
inhibisyon gostermemistir. Bunun nedeni olarak 6rneklerin etil asetat ile fraksiyona tabi
tutulmamis olmamasi disiiniilmektedir. Ayrica kullanilan kanser hiicre hatlarinin farkl

olmasindan dolay1 da benzer etkiyi gostermedigi diisiiniilmektedir.
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Cetojevié-Simin vd. (2008) yaptiklari calismada siyah ¢ay ve geyikotu (Satureja montana
L.) kullanarak kombucha hazirlamiglardir. Kombucha hazirlamak i¢in 1 litre suya 70 g
siikro ve 5 g kuru bitki materyali kullanmiglardir. Hazirladiklar1 kombu ¢ay1 6rneklerini
HT-29 (kolon adenokarsinoma), HeLa hiicreleri (serviks epitel karsinoma) ve MCF-7
(goglis adenokarsinoma) hiicre hatlar1 tizerinde test etmislerdir. Hiicre hatlar1 iizerine
hazirladiklar1 kombu cay1 6rneklerinden 20 pL uygulamislardir. Siilforodamin B (SRB)
yontemiyle incelenmis ve % canlilik belirlenmistir. Sonug olarak HeLa hiicreleri (serviks
epitel karsinoma) iizerinde %20’den fazla inhibisyon belirlerken HT-29 (kolon
adenokarsinoma) ve MCF-7 (gogiis adenokarsinoma) hiicre hatlar1 tizerinde ¢ok daha
diisiik inhibisyon belirlemislerdir. Elde ettikleri verilere gore hazirladiklar1 kombu
caylarinin %50 inhibisyonun altinda kalmasindan dolayr anti-kanserojen ozellik
gostermedigini ileri slirmiiglerdir. Bu sonuglar bizim yaptigimiz ¢alismanin sonuglari ile
paralellik gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda insan kolorektal kanser hiicre hatt1 (CaCo-
2) hiicre hatlar1 lizerine uygulanan kombu ¢ay1 6rneklerinin de inhibisyon gostermedigi

belirlenmistir.

Cetojevi¢-Simin vd. (2012) yaptiklari calismada Melissa officinalis L. kullanarak kombu
cay1 hazirlamiglardir. Kombucha hazirlamak i¢in 1 litre suya 70 g siikro ve 5 g kuru bitki
materyali kullanmiglardir. Hazirladiklari kombu ¢ayir orneklerini HT-29 (kolon
adenokarsinoma), HeLa hiicreleri (serviks epitel karsinoma) ve MCF-7 (gogiis
adenokarsinoma) hiicre hatlar1 tizerinde test etmislerdir. Hiicre hatlar1 {izerine
hazirladiklart  kombu c¢ayr Orneklerinden 5-500 pg/mL  konsantrasyonlarinda
uygulamiglardir. Ayrica ayni konsantrasyonlarda Melissa officinalis L. bitkisi
uygulamiglardir. Siilforodamin B (SRB) yontemiyle incelenmis ve % canlilik
belirlenmistir. Sonu¢ olarak hazirladiklar1 kombu ¢ay1 6rneklerininden herhangi birisi
%350 inhibisyon gostermemistir. Bitki Orneginin hiicre hatlarindan HelLa hiicreleri
(serviks epitel karsinoma) iizerine %20 inhibisyon gosterdigi belirlenmistir. Bitki
orneginin de kombu cayr Orne8i gibi diger hiicre hatlar1 {izerinde inhibisyon
gostermedigini  belirlemislerdir. Elde ettikleri sonuglardan yola ¢ikarak Melissa
officinalis L. bitkisi kullanilarak hazirlanan kombu ¢ay1 6rneklerinin anti-kanserojen
etkisi olmadigin1 belirlemiglerdir. Bu ¢aligmadan elde edilen veriler yaptigimiz

calismanin verileri ile paralellik gostermistir.
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Kaewkod vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada yesil, siyah ve oolong ¢ayini kullanarak kombu
cay1 hazirlamiglardir. Ayrica bu gaylarin kombucha kiiltiirii ile fermente edilmemis ancak
igerisini daha 6nceden hazirlanmig kombu ¢ayinin sivisindan ilave edilen hallerini de
kullanmiglardir. Bir deney grubunda ise hazirladiklari kombu ¢aylarmi 100°C’de 5 dk
kaynatmislardir. Kombu ¢aylarin1 %1 kuru cay o6rnegi ve %10 siikroz kullanarak
hazirlamislardir. Hazirladiklar1 kombu ¢aylarin1 insan kolorektal kanser hiicre hatti
(CaCo-2) iizerinde test etmislerdir. Sonuglart MTT metodu kullanarak analiz etmislerdir.
Sonug olarak yesil, oolong ve siyah ¢ay kullanarak hazirladik kombu caylarinin %0
inihibisyon degerleri (ICso) %2,851, %1,922 ve %6.697 olarak bulunmustur. Fermente
edilmeyen 6rnekler icinde ICso degeri tespit edilmistir. Is1 uygulamasi yaptiklari kombu
caylarinda da inhibisyon gozlemlemislerdir. Once kombu caylarinim igeriginde bulunan
konsantrasyonda asetik asit uygulamasi yapmis ve ardindan 6rnekleri uygulayarak
inhibisyon degerlerini hesaplamislardir. Asetik asit uygulamasinin inhibisyon degerleri
%50’1n altinda kalarak sirasiyla su sekildedir; yesil cay %33,155, oolong cay %12,610
ve siyah cay %38,720. Asetik asit uygulamasinin inhibisyon degerlerinin kombu ¢ay1
uygulamasindan diigsiik oldugunu gézlemlemislerdir. Sonu¢ olarak hazirlanan kombu
caylarinin insan kolorektal kanser hiicre hatti (CaCo-2) iizerinde inhibisyon etkisi
oldugunu belirlemislerdir. Yalnizca asetik asit uygulamasinin da inhibisyon o6zelligi
gosterdigi ama kombu c¢ay1 degerleri kadar yliksek olmadigi belirlenmistir. Bunun nedeni
olarak kombu ¢aylariin i¢eriginde bulunan diger organik asitlerin (glukuronik, glukonik,
askorbik, asetik, D-sakkarik asit 1,4-lakton (DSL) ve suksinik asit) rol oynadigi ileri
stiriilmiistiir. Yaptigimiz ¢calismada insan kolorektal kanser hiicre hatt1 (CaCo-2) iizerine

kombu ¢ay1 uygulamasinin benzer sonuglar gostermedigi ortaya konmustur.

Villarreal-Soto vd. (2019) yaptiklar1 galismada siyah ¢ay kullanarak hazirladiklar1 kombu
caymin antikanser 6zelligini arastirmislardir. Hazirladiklar1 kombu ¢ayini insan kolon
kanseri (HCT-116) ve gogiis adenokarsinoma (MCF-7) iizerinde MTT metodunu
uygulayarak test etmislerdir. Kombu caylarini etil asetat ve biiranol ile fraksiyona tabii
tutmuslardir. Hazirladiklart kombu cayr her iki kanser hiicre hattinda inhibisyon
gostermistir. Kombu ¢ayinin inhibisyonu g6giis adenokarsinoma (MCF-7) hiicre hattinda
%350’in altinda kalmistir. MCF-7 igin etil asetat fraksiyonu %19 biitanol fraksiyonu %32
ve normal kombu ¢ay1 %17 inhibisyon gdstermistir. Insan kolon kanseri (HCT-116) hiizre
hatt1 iizerinde etil asetat fraksiyonu %55 biitanol fraksiyonu %20 ve normal kombu ¢ay1

%23 inhibisyon gostermistir. Bu ¢aligmada ¢6ziicli kullanilarak hazirlanan fraksiyonlarin
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hiicre hatlar1 lizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi ortaya konmustur. Bizim yaptigimiz
calismada ¢oziicli kullanilarak fraksiyon hazirlanmadigi i¢cin benzer sonuglar elde

edilememistir. Coziicii kullaniminin inhibisyon etkisini arttirdig1 6ne siiriilmiistiir.
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BOLUM V

SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda, literatiirde bulununa daha 6nceki yapilmis olan ¢alismalarda insan
saglig1 lizerine pek cok faydali 6zelligi oldugu bildirilen kombu ¢ayinin farkli substratlar
kullanilarak gelistirilmesi amaglanmistir. Yapmis oldugumuz c¢alismada geleneksel
olarak iiretilen siyah ve yesil ¢cayin yanisira endemik olan bitki 6rnekleri ile endemik
olmayan bitki ornekleri kullanilmistir. Uygun kosullarda hazirlanan bitki 6rnekleri
kombucha kiiltiirii ile fermantasyona tabii tutulmustur. Kombu ¢ay1 6rneklerinden 1., 7.
ve 14. glinii alinan 6rneklerinin anti-oksidan aktivitesi, anti-mikrobiyal aktivitesi, toplam

fenolik madde miktar1 ve anti-oksidan 6zellikleri ¢alisiimistir.

Yapilan analiz sonuglarina gore:

Tiim kombu ¢ay1 6rneklerinde fermantasyon siiresine bagli olarak anti-oksidan aktivitede
artis gozlenmistir. Fermanstasyonun 1. giiniinde yapilan analizlerde antioksidan 6zelligin
¢ok diisiik oldugu belirlenmistir. Kombu ¢aylarindan 7. giin alinan 6rneklerde ise
antioksidan aktivitenin arttig1 goriilmiistiir. Fermantasyonun son giinii olan 14. gilinde
yapilan analizlerde biitiin Ornekler icin antioksidan aktivitenin ciddi oranda arttig
gozlenmistir. Ozellikle siyah ve yesil cay ile hazirlanan kombu gaylarmda yiiksek
antioksidan aktivite belirlenmistir. Endemik olan altinbas c¢ay1 (S. bilgerana) ile
hazirlanan kombu cay1 6rnekleri de bir diger yiiksek antioksidan 6zellik gosteren kombu
cay1 6rnegidir. Nigde yogurtotu (G. nigdeense) ve derman otu (P. lanceolata) kombu ¢ay1
ornekleri ise antioksidan aktivite gOstermesine ragmen diger Orneklerin gerisinde

kalmustir.

Hazirlanan kombu c¢ay1 Orneklerinin antioksidan aktivite gostermesinde iceriginde
bulunan fenolik maddelerin etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan fenolik madde
analizlerinde biitiin 6rneklerde fenolik madde igerigi tespit edilmistir. Biitiin 6rnekler igin
fenolik madde miktari, fermantasyonun 1. ve 7. giinlinde ¢ok diisiik olarak belirlenirken
14. giinde ¢ok yiiksek seviyelere ulasmustir. Ozellikle siyah ve yesil cay ile hazirlanan
kombu ¢aylarinda fenolik madde iceriginde anlamli derecede artis olmustur. Endemik

olan altinbas cayi (S. bilgerana) ile hazirlanan kombu ¢ay1 6rneklerinde ise fenolik madde
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icerigi siyah ve yesil cayin gerisinde kalirken diger 6rneklere oranla ytiksektir. Nigde
yogurtotu (G. nigdeense) ve derman otu (P. lanceolata) kombu ¢ay1 orneklerinin ise
fenolik madde igerigi sahip oldugu tespit edilmesine ragmen diger orneklere gore

nispeten diisiik oldugu belirlenmistir.

Anti-mikrobiyal etkileri belirlemek i¢in, bazi patojen suslar lizerinde hazirlanan kombu
cay1 ornekleri test edilmistir. Hazirlanan kombu ¢aylarindan fermantasyonun 1. giintinde
alinan 6rneklerden higbiri anti-mikrobiyal etki géstermemistir. Ancak fermantasyonun 7.
giiniinde alinan 6rneklerde siyah ve yesil cay antimikrobiyal etki gdstermistir. Diger bitki
ornekleri ile hazirlanan kombu ¢ay1 6rnekleri fermantasyonun 7. giiniinde herhangi bir
anti-mikrobiyal etki gostermemistir. Fermantasyonun 14. giiniinde alinan 6rneklerin
timiinde anti-mikrobiyal etki gozlenmistir. Bunun nedeni olarak kombu c¢aylarinin

iceriginde bulunan asetik asidin oldugu diisiinilmiistir.

Anti-kanserojen etkileri belirlemek i¢in insan kolon kanseri hiicre hatlar1 tlizerinde
hazirlanan kombu ¢aylari test edilmistir. Yapilan analizler sonucunda hi¢bir 6rnegin insan

kolon kanseri hiicre hatlar1 tizerinde oldiiriicii etki gosterdigi gézlenmemistir.

Bu c¢alisma sonucunda elde edilen verilere gore, kombu caymnin farkli substratlar
kullanilarak hazirlanmasina kaynak olabilecegi diisliniilmektedir. Anti-oksidan, anti-
mikrobiyal ve fenolik madde igerigi sayesinde iiretilecek olan kombu g¢aylarinin
fonksiyonel gida bilesenleri iceren alternatif bir icecek olarak kullanilabilecegi ortaya
konmustur. Kombu ¢ayimin, toplumda halk tarafindan siklikla kullanilan fermantasyon
tiriinlerinden biri olarak yer alabilecegi ve tiiketimi agisindan bir sakinca olmadigi
belirlenmistir. Biitliin bu 6zelliklerinin yani sira, kombu cayi ile ilgili olarak yapilacak
olan yeni ve daha farkli ¢alismalar i¢in bilim insanlarina yol gosterici ve yararli bir

kaynak oldugu diistiniilmiistiir.

104



KAYNAKLAR

Abshenas, J., Derakhshanfar, A., Ferdosi, M. H. and Hasanzadeh, S., "Protective effect
of kombucha tea against acetaminophen-induced hepatotoxicity in mice: a biochemical
and histopathological study"”, Comparative Clinical Pathology 21(6), 1243-1248, 2012.

Adewusi, E. A. and Afolayan, A. J., "A review of natural products with hepatoprotective
activity”, Journal of Medicinal Plants Research 4(13), 1318-1334, 2010.

Ahmed, R. F., Hikal, M. S. and Abou-Taleb, K. A., "Biological, chemical and antioxidant
activities of different types Kombucha", Annals of Agricultural Sciences In Press,
Corrected Proof, 2020.

Aloulou, A., Hamden, K., Elloumi, D., Ali, M. B., Hargafi, K., Jaouadi, B., Ayadi, F.,
Elfeki, A. and Ammar, E., "Hypoglycemic and antilipidemic properties of kombucha tea
in alloxan-induced diabetic rats", BMC Complementary and Alternative Medicine 12(1),
63-71, 2012.

Apak, R., Giiclii, K., Ozyiirek, M., Esin Karademir, S. and Er¢ag, E., "The cupric ion
reducing antioxidant capacity and polyphenolic content of some herbal teas",
International Journal of Food Sciences and Nutrition 57(5/6), 292-304, 2006.

Apaolaza, V., Hartmann, P., D'Souza, C. and Lopez, C. M., "Eat organic—Feel good? The
relationship between organic food consumption, health concern and subjective
wellbeing”, Food Quality Preference 63, 51-62, 2018.

Artanti, N., Susilowati, A., Aspiyanto, L. P. D. N. and Maryati, Y., Antioxidant activity
of fermented broccoli and spinach by Kombucha culture, In: AIP Conference
Proceedings, AIP Publishing LLC, India, 2017.

Asmat, U., Abad, K. and Ismail, K., "Diabetes mellitus and oxidative stress—A concise
review", Saudi Pharmaceutical Journal 24(5), 547-553, 2016.

105



Azmir, J., Zaidul, 1. S. M., Rahman, M. M., Sharif, K. M., Mohamed, A., Sahena, F.,
Jahurul, M. H. A., Ghafoor, K., Norulaini, N. A. N. and Omar, A. K. M., "Techniques for
extraction of bioactive compounds from plant materials: A review", Journal of Food
Engineering 117(4), 426-436, 2013.

Balentine, D. A., Wiseman, S. A. and Bouwens, L. C. M., "The chemistry of tea
flavonoids™, Critical Reviews in Food Science & Nutrition 37(8), 693-704, 1997.

Banerjee, D., Hassarajani, S. A., Maity, B., Narayan, G., Bandyopadhyay, S. K. and
Chattopadhyay, S., "Comparative healing property of kombucha tea and black tea against
indomethacin-induced gastric ulceration in mice: possible mechanism of action”, Food
& Function 1(3), 284-293, 2010.

Baser, K. H. C., Honda, G. and Miki, W., Herb drugs and herbalists in Turkey, Institute
for the Study of Languages and Cultures of Asia and Africa, Tokyo, Japan, 1986.

Battikh, H., Bakhrouf, A. and Ammar, E., "Antimicrobial effect of Kombucha
analogues”, LWT-Food Science and Technology 47(1), 71-77, 2012,

Battikh, H., Chaieb, K., Bakhrouf, A. and Ammar, E., "Antibacterial and antifungal
activities of black and green kombucha teas", Journal of Food Biochemistry 37(2), 231-
236, 2013.

Bauer-Petrovska, B. and Petrushevska-Tozi, L., "Mineral and water soluble vitamin
content in the Kombucha drink”, International Journal of Food Science & Technology
35(2), 201-205, 2000.

Bellassoued, K., Ghrab, F., Makni-Ayadi, F., Pelt, J. V., Elfeki, A. and Ammar, E.,
"Protective effect of kombucha on rats fed a hypercholesterolemic diet is mediated by its
antioxidant activity", Pharmaceutical Biology 53(11), 1699-1709, 2015.

Bernhoft, A., A brief review on bioactive compounds in plants, In: Bioactive Compounds
in Plants—Benefits and Risks for Man and Animals, The Norwegian Academy of Science
and Letters, Oslo, Norway, 2010.

106



Bhattacharya, D., Bhattacharya, S., Patra, M. M., Chakravorty, S., Sarkar, S.,
Chakraborty, W., Koley, H. and Gachhui, R., "Antibacterial activity of polyphenolic
fraction of kombucha against enteric bacterial pathogens”, Current Microbiology 73(6),
885-896, 2016.

Bhattacharya, S., Gachhui, R. and Sil, P. C., "Hepatoprotective properties of kombucha
tea against TBHP-induced oxidative stress via suppression of mitochondria dependent
apoptosis”, Pathophysiology 18(3), 221-234, 2011a.

Bhattacharya, S., Gachhui, R. and Sil, P. C., "Effect of Kombucha, a fermented black tea
in attenuating oxidative stress mediated tissue damage in alloxan induced diabetic rats",
Food and Chemical Toxicology 60, 328-340, 2013.

Bhattacharya, S., Manna, P., Gachhui, R. and Sil, P. C., "Protective effect of kombucha
tea against tertiary butyl hydroperoxide induced cytotoxicity and cell death in murine

hepatocytes”, Indian Journal of Experimental Biology 49, 511-524, 2011b.

Blanc, P. J., "Characterization of the tea fungus metabolites”, Biotechnology Letters
18(2), 139-142, 1996.

Brand-Williams, W., Cuvelier, M. E. and Berset, C., "Use of a free radical method to
evaluate antioxidant activity"”, LWT-Food Science and Technology 28(1), 25-30, 1995.

Cabrera, C., Artacho, R. and Giménez, R., "Beneficial effects of green tea—a review",
Journal of the American College of Nutrition 25(2), 79-99, 2006.

Cabrera, C., Giménez, R. and Lopez, M. C., "Determination of tea components with
antioxidant activity", Journal of Agricultural and Food Chemistry 51(15), 4427-4435,
2003.

Cetojevié-Simin, D. D., Bogdanovi¢, V. V., Cvetkovi¢, D. D. and Veli¢anski, A. S.,

"Antiproliferative and antimicrobial activity of traditional kombucha and Satureja
montana L. kombucha”, Journal of Buon 13(3), 395-401, 2008.

107



Cetojevié-Simin, D. D., Veliéanski, A. S., Cvetkovi¢, D. D., Markov, S. L., Mrdanovi¢,
1.7, Bogdanovi¢, V. V. and Solajié, S. V., "Bioactivity of lemon balm kombucha", Food
and Bioprocess Technology 5(5), 1756-1765, 2012.

Chakravorty, S., Bhattacharya, S., Bhattacharya, D., Sarkar, S. and Gachhui, R.,
Kombucha: A promising functional beverage prepared from tea, In: Non-Alcoholic
Beverages, Woodhead Publishing, India, 2019.

Chakravorty, S., Bhattacharya, S., Chatzinotas, A., Chakraborty, W., Bhattacharya, D.
and Gachhui, R., "Kombucha tea fermentation: Microbial and biochemical dynamics",
International Journal of Food Microbiology 220, 63-72, 2016.

Chandrakala, S. K., Lobo, R. O. and Dias, F. O., Kombucha (Bio-Tea): An Elixir for

Life?, In: Nutrients in Beverages, Elsevier, India, 2019.

Coskun, F. and Kayisoglu, S., "Determination of Some Microbiological Properties of
Kombucha Produced from Different Herbal Teas", Global Journal of Research In
Engineering 20(2), 17-25, 2020.

Davis, P. H., Flora of Turkey and East Eagean Island 7, Edinburgh University Press,
Edinburg, UK, 1982.

de Aragjo, R. F. F., Martins, D. B. G. and Borba, M. A. C. S. M., Oxidative stress and
disease, In: A Master Regulator of Oxidative Stress-The Transcription Factor nrf2,
IntechOpen, Online Publish, 2016.

de Rosa, S., lodice, C., Mitova, M., Handjieva, N., Popov, S. and Anchev, M., "Triterpene
saponins and iridoid glucosides from Galium rivale”, Phytochemistry 54(8), 751-756,
2000.

Deghrigue, M., Chriaa, J., Battikh, H., Kawther, A. and Bakhrouf, A., "Antiproliferative

and antimicrobial activities of kombucha tea", African Journal of Microbiology
Research 7(27), 3466-3470, 2013.

108



Dereli, S., Sideritis bilgerana P. H. Davis bitkisinin fitokimyasal analizleri, Yiiksek

Lisans Tezi, Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Balikesir, s. 16, 2016.

Dipti, P., Yogesh, B., Kain, A., Pauline, T., Anju, B., Sairam, M., Singh, B., Mongia, S.
S., Kumar, G. I. and Selvamurthy, W., "Lead induced oxidative stress: beneficial effects
of Kombucha tea", Biomedical and Environmental Sciences: BES 16(3), 276-282, 2003.

Dufresne, C. and Farnworth, E., "Tea, Kombucha, and health: a review", Food Research
International 33(6), 409-421, 2000.

Dutta, D. and Gachhui, R., "Novel nitrogen-fixing Acetobacter nitrogenifigens sp. nov.,
isolated from Kombucha tea"”, International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology 56(8), 1899-1903, 2006.

Ertan, A., Azcan, N., Demirci, B. and Baser, K. H. C., "Fatty acid composition of Sideritis
species”, Chemistry of Natural Compounds 37(4), 301-303, 2001.

Fibrianto, K., Zubaidah, E., Muliandari, N. A., Wahibah, L. Y., Putri, S. D., Legowo, A.
M. and N, A.-B. A., "Antioxidant activity optimisation of young Robusta coffee leaf
kombucha by modifying fermentation time and withering pre-treatment”, 10P
Conference Series: Earth and Environmental Science 420, 012029, 2020.

Fleer, H. and Verspohl, E. J., "Antispasmodic activity of an extract from Plantago

lanceolata L. and some isolated compounds™, Phytomedicine 14(6), 409-415, 2007.

Fons, F., Gargadennec, A., Gueiffier, A., Roussel, J. L. and Andary, C., "Effects of
cinnamic acid on polyphenol production in Plantago lanceolata”, Phytochemistry 49(3),
697-702, 1998.

Fu, C., Yan, F., Cao, Z., Xie, F. and Lin, J., "Antioxidant activities of kombucha prepared

from three different substrates and changes in content of probiotics during storage™, Food
Science Technology 34(1), 123-126, 2014.

109



Gaggia, F., Baffoni, L., Galiano, M., Nielsen, D., Jakobsen, R., Castro-Mejia, J., Bosi, S.,
Truzzi, F., Musumeci, F. and Dinelli, G., "Kombucha beverage from green, black and
rooibos teas: a comparative study looking at microbiology, chemistry and antioxidant
activity"”, Nutrients 11(1), 1-22, 2019.

Gamboa-Gomez, C. 1., Gonzalez-Laredo, R. F., Gallegos-Infante, J. A., Pérez, M. L.,
Moreno-Jiménez, M. R., Flores-Rueda, A. G. and Rocha-Guzman, N. E., "Antioxidant
and angiotensin-converting enzyme inhibitory activity of Eucalyptus camaldulensis and
Litsea glaucescens infusions fermented with kombucha consortium™, Food Technology
and Biotechnology 54(3), 367-374, 2016.

Gharib, O. A., "Effects of Kombucha on oxidative stress induced nephrotoxicity in rats",
Chinese Medicine 4(1), 23-29, 2009.

Gharib, O. A. and Gharib, M. A., "Kombucha tea ameliorates trichloroethylene induced
hepatic damages in rats via inhibition of oxidative stress and free radicals induction”,
Egyptian Journal of Radiation Sciences and Applications 21(2), 481-498, 2008.

Ghosh, S., Sarkar, A., Bhattacharyya, S. and Sil, P. C., "Silymarin protects mouse liver
and kidney from thioacetamide induced toxicity by scavenging reactive oxygen species
and activating PI3K-Akt pathway", Frontiers in Pharmacology 7, 481-496, 2016.

Gonzalez-Burgos, E., Carretero, M. E. and Gomez-Serranillos, M. P., "Sideritis spp.:
Uses, chemical composition and pharmacological activities—A review", Journal of
Ethnopharmacology 135(2), 209-225, 2011.

Gramza-Michatowska, A., Kulczynski, B., Xindi, Y. and Gumienna, M., "Research on
the effect of culture time on the kombucha tea beverage's antiradical capacity and sensory

value", Acta Scientiarum Polonorum Technologia Alimentaria 15(4), 447-457, 2016.
Greenwalt, C. J.,, Ledford, R. A. and Steinkraus, K. H., "Determination and

characterization of the antimicrobial activity of the fermented tea kombucha", LWT-Food
Science and Technology 31(3), 291-296, 1998.

110



Giiner, A., Aslan, S., Ekim, T., Vural, M. and Babag, M. T., Tiirkiye Bitkileri Listesi
(Damarl Bitkiler), Flora Arastirmalart Dernegi ve Nezahat Gokyigit Botanik Bahgesi
Yayin, istanbul, 2012,

Hosseini, S. A., Rasouli, L., Gorjian, M. and Yadollahpour, A., "A comparative study of
the effect of Kombucha prepared from green and black teas on the level of blood glucose
and lipid profile of diabetic rats", International Journal of Pharmaceutical Research &
Allied Sciences 5(2), 93-102, 2016.

Hyun, J., Lee, Y., Wang, S., Kim, J., Kim, J., Cha, J., Seo, Y.-S. and Jung, Y., "Kombucha
tea prevents obese mice from developing hepatic steatosis and liver damage”, Food
Science and Biotechnology 25(3), 861-866, 2016.

Ibrahim, N. K., "Possible protective effect of kombucha tea ferment on cadmium chloride
induced liver and kidney damage in irradiated rats", International Journal of Biology
and Life Sciences 9, 8-11, 2013.

Jakubczyk, K., Kaldunska, J., Kochman, J. and Janda, K., "Chemical Profile and
Antioxidant Activity of the Kombucha Beverage Derived from White, Green, Black and
Red Tea", Antioxidants 9(5), 447-461, 2020.

Jayabalan, R., Baskaran, S., Marimuthu, S., Swaminathan, K. and Yun, S. E., "Effect of
kombucha tea on aflatoxin B1 induced acute hepatotoxicity in albino rats-prophylactic
and curative studies”, Journal of the Korean Society for Applied Biological Chemistry
53(4), 407-416, 2010.

Jayabalan, R., Chen, P.-N., Hsieh, Y.-S., Prabhakaran, K., Pitchai, P., Marimuthu, S.,
Thangaraj, P., Swaminathan, K. and Yun, S. E., "Effect of solvent fractions of kombucha
tea on viability and invasiveness of cancer cells—characterization of dimethyl 2-(2-
hydroxy-2-methoxypropylidine) malonate and vitexin”, Indian Journal of
Biotechnology 10, 75-82, 2011.

Jayabalan, R., Malbasa, R. V., Loncar, E. S., Vitas, J. S. and Sathishkumar, M., "A review
on kombucha tea—microbiology, composition, fermentation, beneficial effects, toxicity,

111



and tea fungus", Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety 13(4), 538-
550, 2014.

Jayabalan, R., Marimuthu, S. and Swaminathan, K., "Changes in content of organic acids
and tea polyphenols during kombucha tea fermentation”, Food Chemistry 102(1), 392-
398, 2007.

Jayabalan, R., Marimuthu, S., Thangaraj, P., Sathishkumar, M., Binupriya, A. R,
Swaminathan, K. and Yun, S. E., "Preservation of kombucha tea effect of temperature on
tea components and free radical scavenging properties”, Journal of Agricultural and
Food Chemistry 56(19), 9064-9071, 2008a.

Jayabalan, R., Subathradevi, P., Marimuthu, S., Sathishkumar, M. and Swaminathan, K.,
"Changes in free-radical scavenging ability of kombucha tea during fermentation”, Food
Chemistry 109(1), 227-234, 2008b.

Kabiri, N. and Setorki, M., "Protective effect of Kombucha tea on brain damage induced
by transient cerebral ischemia and reperfusion in rat", Bangladesh Journal of
Pharmacology 11(3), 675-683, 2016.

Kaewkod, T., Bovonsombut, S. and Tragoolpua, Y., "Efficacy of kombucha obtained
from green, oolong, and black teas on inhibition of pathogenic bacteria, antioxidation,

and toxicity on colorectal cancer cell line", Microorganisms 7(12), 700-718, 2019.

Kogak, M. S., Sinirli ot (Plantago lanceolata L.) bitkisinin ¢oziicii 6ziitlerinin antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Siileyman Demirel Universitesi Fen

Bilimleri Enstitiisii, 1sparta, s. 15, 2011.

Kumari, R., Meyyappan, A., Nandi, D., Agrawalla, B. K., Chowdhury, A. A., Selvamani,
P., Latha, S., Giri, V. S., Mukherjee, J. and Bandyopadhyay, S., "Antioxidant and
antibacterial activities of bark extracts from Commiphora berryi and Commiphora
caudata”, Natural Product Research 25(15), 1454-1462, 2011.

112



Kuranel, E., Plantago lanceolata bitkisinin yara iyilestirici 6zelliklerinin arastirilmasi,

Yiiksek Lisans Tezi, Inonii Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii, Malatya, s. 13, 2012.

Kurtzman, C. P., Robnett, C. J. and Basehoar-Powers, E., "Zygosaccharomyces
kombuchaensis, a new ascosporogenous yeast from ‘Kombucha tea’", FEMS Yeast
Research 1(2), 133-138, 2001.

Law, S. V., Abu Bakar, F., Mat Hashim, D. and Abdul Hamid, A., "Popular fermented
foods and beverages in Southeast Asia", International Food Research Journal 18(2),
475-484, 2011.

Liu, C. H., Hsu, W. H., Lee, F. L. and Liao, C. C., "The isolation and identification of
microbes from a fermented tea beverage, Haipao, and their interactions during Haipao
fermentation”, Food Microbiology 13(6), 407-415, 1996.

Lobo, R. O., Dias, F. O. and Shenoy, C. K., "Kombucha for healthy living: evaluation of
antioxidant potential and bioactive compounds", International Food Research Journal
24(2), 541-546, 2017.

Loganayaki, N., Siddhuraju, P. and Manian, S., "Antioxidant activity and free radical
scavenging capacity of phenolic extracts from Helicteres isora L. and Ceiba pentandra
L", Journal of Food Science and Technology 50(4), 687-695, 2013.

Mahmood, T., Akhtar, N. and Khan, B. A., "The morphology, characteristics, and
medicinal properties of Camellia sinensis tea", Journal of Medicinal Plants Research
4(19), 2028-2033, 2010.

Malbasa, R., Loncar, E., Djuri¢, M., Klasnja, M., Kolarov, L. J. and Markov, S., "Scale-
up of black tea batch fermentation by kombucha”, Food and Bioproducts Processing
84(3), 193-199, 2006.

Malbasa, R. V., Lonéar, E. S., Vitas, J. S. and Canadanovié-Brunet, J. M., "Influence of
starter cultures on the antioxidant activity of kombucha beverage”, Food Chemistry
127(4), 1727-1731, 2011.

113



Markov, S. L., Malbasa, R. V., Hauk, M. J. and Cvetkovic, D. D., "Investigation of tea
fungus microbe associations, 1: the yeasts”, Acta Periodica Technologica (Yugoslavia)
32, 133-138, 2001.

Marsh, A. J., O'Sullivan, O., Hill, C., Ross, R. P. and Cotter, P. D., "Sequence-based
analysis of the bacterial and fungal compositions of multiple kombucha (tea fungus)
samples”, Food Microbiology 38, 171-178, 2014.

Martinez-Leal, J., Ponce-Garcia, N. and Escalante-Aburto, A., "Recent evidence of the
beneficial effects associated with glucuronic acid contained in kombucha beverages”,
Current Nutrition Reports, 2020.

Martinez Leal, J., Valenzuela Suarez, L., Jayabalan, R., Huerta Oros, J. and Escalante-
Aburto, "A review on health benefits of kombucha nutritional compounds and
metabolites”, CyTA-Journal of Food 16(1), 390-399, 2018.

Marzban, F., Azizi, G., Afraei, S., Sedaghat, R., Seyedzadeh, M. H., Razavi, A. and
Mirshafiey, A., "Kombucha tea ameliorates experimental autoimmune encephalomyelitis
in mouse model of multiple sclerosis”, Food and Agricultural Immunology 26(6), 782-
793, 2015.

McGovern, P., Ancient Wine: The Search for the Origins of Viniculture, Princeton
University Press, Princeton, USA, 2003.

McGovern, P. E., Zhang, J., Tang, J., Zhang, Z., Hall, G. R., Moreau, R. A., Nufiez, A.,
Butrym, E. D., Richards, M. P. and Wang, C.-s., "Fermented beverages of pre- and proto-
historic China", Proceedings of the National Academy of Sciences 101(51), 17593-
17598, 2004.

Mohammadshirazi, A. and Kalhor, E. B., "Energy and cost analyses of kombucha

beverage production”, Renewable and Sustainable Energy Reviews 55, 668-673, 2016.

114



Morshedi, A., Dashti, M. H., Rafati, A., Mosaddegh, M. H. and Salami, A. S., "The
chronic effect of Kombucha Tea consumption on weight loss in diabetic rats", Journal
of Medicinal Plants 1(17), 17-22, 2006.

Murugesan, G. S., Sathishkumar, M., Jayabalan, R., Binupriya, A. R., Swaminathan, K.
and Yun, S., "Hepatoprotective and curative properties of Kombucha tea against carbon
tetrachloride-induced toxicity", Journal of Microbiology and Biotechnology 19(4), 397-
402, 20009.

Nguyen, N. K., Dong, N. T. N., Le, P. H. and Nguyen, H. T., "Evaluation of the glucuronic
acid production and other biological activities of fermented sweeten-black tea by
kombucha layer and the co-culture with different Lactobacillus sp. strains", International

Journal of Modern Engineering Research 4, 12-17, 2014.

Ozcan, M., Chalchat, J. C. and Akgiil, A., "Essential oil composition of Turkish mountain
tea (Sideritis spp.)", Food Chemistry 75(4), 459-463, 2001.

Pal, S., Sarkar, A., Pal, P. B. and Sil, P. C., "Protective effect of arjunolic acid against
atorvastatin induced hepatic and renal pathophysiology via MAPK, mitochondria and ER
dependent pathways", Biochimie 112, 20-34, 2015.

Pauline, T. and Kavimani, S., "Studies on toxicity, anti-stress and hepato-protective
properties of Kombucha tea"”, Biomedical and Environmental Sciences 14(3), 207-213,
2001.

Pure, A. E. and Pure, M. E., "Antioxidant and antibacterial activity of kombucha
beverages prepared using banana peel, common nettles and black tea infusions”, Applied
Food Biotechnology 3(2), 125-130, 2016.

Rahmani, R., Beaufort, S., Villarreal-Soto, S. A., Taillandier, P., Bouajila, J. and

Debouba, M., "Kombucha fermentation of African mustard (Brassica tournefortii)

leaves: Chemical composition and bioactivity"”, Food Bioscience 30, 1-9, 2019.

115



Ram, M. S., Anju, B., Pauline, T., Prasad, D., Kain, A. K., Mongia, S. S., Sharma, S. K.,
Singh, B., Singh, R. and llavazhagan, G., "Effect of Kombucha tea on chromate (VI)-
induced oxidative stress in albino rats”, Journal of Ethnopharmacology 71(1-2), 235-
240, 2000.

Ramadani, A. S. and Abulreesh, H. H., "Isolation and identification of yeast flora in local
kombucha sample: AL NABTAH", Umm Al-Qura University Journal of Applied
Sciences 2, 42-51, 2010.

Saeedi, P., Petersohn, I., Salpea, P., Malanda, B., Karuranga, S., Unwin, N., Colagiuri,
S., Guariguata, L., Motala, A. A. and Ogurtsova, K., "Global and regional diabetes
prevalence estimates for 2019 and projections for 2030 and 2045: Results from the
International Diabetes Federation Diabetes Atlas", Diabetes Research and Clinical
Practice 157, 107843-107853, 2019.

Samuelsen, A. B., "The traditional uses, chemical constituents and biological activities of

Plantago major L. A review", Journal of Ethnopharmacology 71(1-2), 1-21, 2000.

Sasidharan, S., Chen, Y., Saravanan, D., Sundram, K. M. and Latha, L. Y., "Extraction,
isolation and characterization of bioactive compounds from plants’ extracts", African

Journal of Traditional, Complementary and Alternative Medicines 8(1), 1-10, 2011.

Shenoy, C., "Hypoglycemic activity of bio-tea in mice", Indian Journal of Experimental
Biology 38(3), 278-279, 2000.

Singleton, V. L. and Rossi, J. A., "Colorimetry of total phenolics with phosphomolybdic-
phosphotungstic acid reagents”, American journal of Enology and Viticulture 16(3),
144-158, 1965.

Sreeramulu, G., Zhu, Y. and Knol, W., "Kombucha fermentation and its antimicrobial
activity"”, Journal of Agricultural and Food Chemistry 48(6), 2589-2594, 2000.

Sreeramulu, G., Zhu, Y. and Knol, W., "Characterization of antimicrobial activity in
Kombucha fermentation", Acta Biotechnologica 21(1), 49-56, 2001.

116



Srihari, T., Arunkumar, R., Arunakaran, J. and Satyanarayana, U., "Downregulation of
signalling molecules involved in angiogenesis of prostate cancer cell line (PC-3) by
kombucha (lyophilized)", Biomedicine & Preventive Nutrition 3(1), 53-58, 2013a.

Srihari, T., Karthikesan, K., Ashokkumar, N. and Satyanarayana, U.,
"Antihyperglycaemic efficacy of kombucha in streptozotocin-induced rats", Journal of
Functional Foods 5(4), 1794-1802, 2013b.

Srihari, T. and Satyanarayana, U., "Changes in free radical scavenging activity of
kombucha during fermentation”, Journal of Pharmaceutical Sciences and Research
4(11), 1978-1981, 2012.

Steinkraus, K. H., Shapiro, K. B., Hotchkiss, J. H. and Mortlock, R. P., "Investigations
into the antibiotic activity of tea fungus/kombucha beverage”, Acta Biotechnologica
16(2-3), 199-205, 1996.

Sumpio, B. E., Cordova, A. C., Berke-Schlessel, D. W., Qin, F. and Chen, Q. H., "Green
tea, the “Asian paradox,” and cardiovascular disease", Journal of the American College
of Surgeons 202(5), 813-825, 2006.

Swain, M. R., Anandharaj, M., Ray, R. C. and Rani, R. P., "Fermented fruits and
vegetables of Asia: a potential source of probiotics”, Biotechnology Research
International 2014, 1-19, 2014.

Talawat, S., Ahantharik, P., Laohawiwattanakul, S., Premsuk, A. and Ratanapo, S.,
"Efficacy of fermented teas in antibacterial activity"”, Agriculture and Natural Resources
40(4), 925-933, 2006.

Thornton, B. P., Vétvicka, V., Pitman, M., Goldman, R. C. and Ross, G. D., "Analysis of
the sugar specificity and molecular location of the beta-glucan-binding lectin site of
complement receptor type 3 (CD11b/CD18)", The Journal of Immunology 156(3),
1235-1246, 1996.

Tietze, H. W., Kombucha: The Miracle Fungus, Phree Books, Australia, 1996.

117



Tu, C., Tang, S., Azi, F., Hu, W. and Dong, M., "Use of kombucha consortium to
transform soy whey into a novel functional beverage", Journal of Functional Foods 52,
81-89, 2019.

Ulusoy, A. and Tamer, C. E., "Determination of suitability of black carrot (Daucus carota
L. spp. sativus var. atrorubens Alef.) juice concentrate, cherry laurel (Prunus
laurocerasus), blackthorn (Prunus spinosa) and red raspberry (Rubus ideaus) for
kombucha beverage production”, Journal of Food Measurement and Characterization
13(2), 1524-1536, 2019.

Vazquez-Cabral, B. D., Larrosa-Pérez, M., Gallegos-Infante, J. A., Moreno-Jiménez, M.
R., Gonzalez-Laredo, R. F., Rutiaga-Quifones, J. G., Gamboa-Gomez, C. I. and Rocha-
Guzman, N. E., "Oak kombucha protects against oxidative stress and inflammatory

processes”, Chemico-Biological Interactions 272, 1-9, 2017.

Veli¢anski, A. S., Cvetkovi¢, D. D., Markov, S. L., Tumbas, V. T. and Savatovi¢, S. M.,
"Antimicrobial and antioxidant activity of lemon balm Kombucha”, Acta Periodica
Technologica (38), 165-172, 2007.

Villarreal-Soto, S. A., Beaufort, S., Bouajila, J., Souchard, J.-P., Renard, T., Rollan, S.
and Taillandier, P., "Impact of fermentation conditions on the production of bioactive
compounds with anticancer, anti-inflammatory and antioxidant properties in kombucha
tea extracts", Process Biochemistry 83, 44-54, 2019.

Vitas, J., Vukmanovié, S., Cakarevié, J., Popovi¢, L. and Malbasa, R., "Kombucha
fermentation of six medicinal herbs: Chemical profile and biological activity”, Chemical
Industry and Chemical Engineering Quarterly 25(0), 1-34, 2019.

Vohra, B. M., Fazry, S., Sairi, F. and Babul-Airianah, O., "Effects of medium variation

and fermentation time on the antioxidant and antimicrobial properties of Kombucha",
Malaysian Journal of Fundamental Applied Sciences 15(2-1), 298-302, 2019.

118



Wang, K., Gan, X., Tang, X., Wang, S. and Tan, H., "Determination of d-saccharic acid-
1, 4-lactone from brewed kombucha broth by high-performance capillary
electrophoresis”, Journal of Chromatography B 878(3-4), 371-374, 2010.

Wang, Y., Ji, B., Wu, W., Wang, R., Yang, Z., Zhang, D. and Tian, W., "Hepatoprotective
effects of kombucha tea: identification of functional strains and quantification of
functional components”, Journal of the Science of Food and Agriculture 94(2), 265-
272, 2014.

Watawana, M. 1., Jayawardena, N., Gunawardhana, C. B. and Waisundara, V. Y.,
"Enhancement of the antioxidant and starch hydrolase inhibitory activities of king
coconut water (Cocos nucifera var. aurantiaca) by fermentation with kombucha ‘tea
fungus’", International Journal of Food Science & Technology 51(2), 490-498, 2016.

Wu, A. H. and Yu, M. C., "Tea, hormone-related cancers and endogenous hormone

levels”, Molecular Nutrition & Food Research 50(2), 160-169, 2006.

Xia, X., Dai, Y., Wu, H., Liu, X., Wang, Y., Yin, L., Wang, Z., Li, X. and Zhou, J.,
"Kombucha fermentation enhances the health-promoting properties of soymilk
beverage", Journal of Functional Foods 62, 103549, 2019.

Yikmis, S. and Tuggiim, S., "Evaluation of microbiological, physicochemical and
sensorial properties of purple basil kombucha beverage”, Turkish Journal of
Agriculture-Food Science and Technology 7(9), 1321-1327, 2019.

Zhang, S., Cheng, M., Li, Z., Guan, S., Cai, B., Li, Q. and Rong, S., "Composition and
biological activity of rose and jujube kernel after fermentation with kombucha SCOBY",

Journal of Food Processing and Preservation 44(10), 1-11, 2020.
Ziska, R. and Agustina, A., "Cytotoxic activity assay of N-hexane extract of Solanum

nigrum L. fruits fermented by kombucha against MCF-7 breast cancer cell line", Journal
of Physics: Conference Series 1338(1), 1-9, 2019.

119



Zubaidah, E., Ifadah, R. A., Kalsum, U., Lyrawati, D., Putri, W. D. R., Srianta, I. and
Blanc, P. J., "Anti-diabetes activity of Kombucha prepared from different snake fruit
cultivars”, Nutrition & Food Science 49(2), 333-343, 2019.

120



0Z GECMIS

Cihan Diisgiin 1988 yilinda Gaziantep’te dogdu. Ik, orta ve lise 6grenimini Gaziantep’te
tamamladi. 2008 yilinda Nigde Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinde
lisans egitimine basladi. 2012 yilinda mezun oldu. Aym yil Nigde Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii’nde Biyokimya anabilim dalinda tezli yiiksek lisansa bagladi. 2013
yilinda Gaziantep Universitesi Sosyal Bilimler Enstitiisii’nde is saglig1 ve giivenligi tezsiz
yiiksek lisansina basladi ve ayn1 y1l tamamladi. 2016 yilinda Nigde Omer Halisdemir
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoteknoloji anabilim dalinda doktora egitimi
basladi. Doktora egitimini YOK 100/2000 6ncelikli alanlardan Gida Biyoteknolojisi

alaninda tamamladi. lyi derecede Ingilizce bilmektedir.

121



TEZ CALISMASINDAN URETILEN ESERLER

Bu tez ¢aligmasindan, 1 (bir) adet uluslararasi makale ile 1 (bir) adet uluslararas1 bildiri

tiretilmistir. Bu {iretilen ¢alismalar asagida sunulmustur.

Selamoglu, Z., Dusgun, C., Akgul, H. and Gulhan, M.F., “In-vitro antioxidant activities
of the ethanolic extracts of some contained-allantoin plants”, Iranian Journal of
Pharmaceutical Research, 16(Suppl), 92-98, 2017.

Diisgiin, C., Kankilig, T., Islek, C. and Bali, D. F., “Antioxidant activities and total

phenolic content of kombucha prepared from different substrates”, INSAC Natural and
Health Sciences (INHS-2020), Online Conference, 22-23 May, 2020.

122






