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Isparta Giilii ile Uretilen Kombucha iceceginin Fizikokimyasal, Fonksiyonel ve Duyusal
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Oz Article Info
Kombucha, siyah cay ve seker iceren sulu ¢bzeltinin fermente edilmesi ile lretilen, saglik Received: 06.12.2024
tzerine olumlu etkileri lzerinde durulan bir igecektir. Bu calismada Kombucha kiiltiirii ve  Accepted: 13.12.2024
gulyapraklar (Rosa damascena Mill) kullanilarak fonksiyonel bir icecek (GK) gelistirilmistir.

Ayrica kontrol érnegi olarak siyah ¢ayli kombucha iceceginin (CK) tretimi yapilmistir.

Uretilen iceceklerin fizikokimyasal 6zellikleri mikrobiyolojik, duyusal, antioksidan ézellikleri

(ORAC-TEAC), fenolik icerigi ve organik asit icerigi incelenmistir. Ayni zamanda

fermantasyonda kiltir olarak kullanilan kombucha biyofilmlerinin biyokttle artigi

belirlenmistir. Biyokitle artisi siyah c¢ayli fermantasyon ortaminda %105 olarak

belirlenmistir. Orneklerde laktobasil sayisi 4.11-5.75; laktokok sayisi 3.06-6.49; maya sayisi

4.42-5.04; asetik asit bakteri sayis| 3.69-4.51 log kob/mL araliklarinda belirlenmistir. Toplam

fenolik madde miktarlari CK érneginde 405 mg GAE/L ve GK 6rneginde 123 mg GAE/L olarak

tespit edilmistir. ORAC ve TEAC degerleri CK 6rneginde 9.00 ve 2.53 umol TE/mL olarak

daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Orneklerde organik asitlerden asetik asit baskin asit

olarak tespit edilirken, yani sira oksalik, malik, ve laktik asitler bulunmustur. Fenolik Anahtar Kelimeler
bilesenlerden gallik asit, klorojenik asit, gallokatesin 6rneklerde tespit edilmistir. CK  aAntioksidan
orneginde kafein miktari 35.48 mg/L olarak belirlenmistir. Duyusal degerlendirmede GK  Fenolik bilesen
ornegi, panelistler tarafindan daha fazla begeni almistir. Calismanin sonucunda, Isparta giil  Isparta giilii
yapraklarinin kombucha uretiminde, duyusal agidan kabul edilebilirligi yiksek bir (riin Kombucha

olarak basariyla kullanilabilecegi bulunmustur. Probiyotik

Determination of The Physicochemical, Functional and Sensory Properties of
Kombucha Beverage Produced with Isparta Rose

Abstract Keywords
Kombucha is a beverage produced by fermenting an solution containing black tea and Antioxidant
sugar, and its health benefits have been emphasised. In this study, a functional drink (GK) Isparta rose
was developed using kombucha culture and rose petals (Rosa damascena Mill). In addition, Kombucha
a black tea Kombucha drink (CK) was produced as control sample. The physicochemical, Phenf’lif compounds
microbiological, sensory, antioxidant (ORAC-TEAC), phenolic and organic acid contents of ~Frobiotic
the beverages were analysed. Meanwhile, the biomass increase of Kombucha biofilms
used as culture in the fermentation was determined. The biomass increase was determined
to be 105% in the black tea medium. The number of lactobacilli 4.11-5.75; lactococci 3.06-
6.49; yeast 4.42-5.04; acetic acid bacteria 3.69-4.51 log cfu/mL were determined in the
samples. The total phenolic content was determined to be 405 mg GAE/L in the CK sample
and 123 mg GAE/L in the GK sample. The ORAC and TEAC values were found to be 9.00 and
2.53 umol TE/mL higher in the CK sample (p<0.05). Among the organic acids, acetic acid
was found to be the dominant acid, while oxalic, malic and lactic acids were also found in
the samples. Among the phenolic compounds, gallic acid, chlorogenic acid and
gallocatechin were found in the samples. The amount of caffeine in the CK sample was
35.48 mg/L. In the sensory evaluation, the GK sample was more appreciated by the
panelists. As a result of the study, it was found that Isparta rose petals can be successfully %é

used in Kombucha production as a product with high sensory acceptability. ~ Corresponding Author
bilgefiliz@sdu.edu.tr
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Giris

Sonyillarda dogal, saglikli, fonksiyonel gidalara olan tiiketici talebi 6nemli dliizeyde artis gostermektedir.
Bu dogrultuda modern gida pazar igin fermente gidalarin da dahil oldugu yeni fonksiyonel gidalarin
gelistirilmesi, son yillarin ana egilimidir (Leroy ve Vuyst, 2014).

Fermente Urlnler, igerdikleri mikroorganizmalar sayesinde dogrudan (probiyotik etki) ve fermantasyon
surecinde Uretilen metabolitler sayesinde dolayli (biyojenik etki) olarak konakgi sagligina olumlu etkileri
sahip olmalari nedeniyle fonksiyonel gida cergevesinde degerlendirilmektedir (Stanton vd., 2005).
Fermente gidalarin, basta bagirsak mikrobiyotasi olmak Uzere, viicudun farkli bolgeleri tzerinde olumlu
etkiler gostererek, saglikli bir yasami destekledigi ve cesitli hastaliklara karsi vicudu koruyabildigi
belirtiimektedir (Dimidi vd., 2019). Fermantasyonu gerceklestiren mikroorganizmalar Urline probiyotik
ozellik saglayarak, bagirsak sagligini olumlu etkileyebilmektedir. Fermente gidalar, fermente olmayan
gidalara gore besin 6geleri ve sindirilebilirlik bakimindan avantajlidirlar. Fermantasyon sirasinda olusan
metabolitler gidanin raf omrini uzatmakla kalmayip, ayrica Uurlne Ustin besleyici nitelikler
kazandirmaktadir (Palamutoglu ve Bas, 2020). Batili tlkelerde sut temeli probiyotik ve fermente Grinler
daha yaygin olarak uretilip tuketilmektedir. Bununla birlikte sut Grtnlerinden kaynaklanabilen laktoz alerjisi,
sut proteini alerjisi gibi saglik sorunlar yaninda, vegan tuketicilerin alternatif probiyotik triin arayigi sut
temelli olmayan probiyotik trlnlere ilgiyi arttirmaktadir (Kandylis vd., 2021).

Kombucha, seker ve caydan bakteri ve mayalarin simbiyotik aktivitesiile olusan fonksiyonel 6zelliklere
sahip fermente bir icecektir (Dufresne ve Farnworth, 2000; Jayabalan vd., 2014; MalbaSa vd., 2006).
Kombucha, dliinya gapinda geleneksel fermente gidalar arasinda populerdir. Cin orijinli olan Kombucha
icecegi, Rusya ve Avrupa’ya yayilmistir. Kombucha igecegi, seker ve ¢ayin substrat olarak kullanildigi sulu
ortamda yaklasik olarak 7-14 gun boyunca maya ve asetik asit bakterileri tarafindan fermente edilerek
uretilir (Fu vd., 2014). Fermantasyonda kultir olarak kullanilan selilozik bir yapi olan Kombucha biyofilmi,
pelikil, SCOBY (Symbiotic Community of Bacteria and Yeast-Simbiyotik Bakteri ve Maya Toplulugu) gibi
cesitli isimlerle anilmaktadir. Kombucha fermantasyonu sirasinda sivi-hava ara yuzeyinde mikrobiyal
aktivite sonucu olusan bu yapi sonraki fermantasyonlar igin inokulum olarak kullanilabilmekte ve
fermantasyon suresinin uzamasi ile gok katmanl bir hal alabilmektedir. Bu yapinin fazlasinin bakteriyel
seluloz olarak hayvan yemlerinde, gesitli gidalara katki olarak, yag ikamesi olarak, ambalaj materyali olarak
kullanilma potansiyelini degerlendiren bilimsel calismalar yapilmistir (Tamer vd., 2022). Kombucha igecegi,
polifenoller, sekerler, organik asitler, etanol, suda ¢6zinen vitaminler ve fermantasyon sirasinda Uretilen
cesitli mikrobesinlere ek olarak, laktik asit bakterileri gibi bazi probiyotik 6zellikli mikroorganizmalari
icermektedir. Maya hucreleri, sukrozu glikoz ve fruktoza hidrolize ederek, etanol Uretirken; asetik asit
bakterileri ise glikozu asetik aside donugstlrurler. Fermantasyon sirasinda Uretilen organik asitler yiztunden
kombucha pH’sinda azalma olurken, icecege hafif asidik ve tatlimsi lezzet kazandirmaktadirlar. Ayrica
olusan az miktardaki karbon dioksit, Grtine ferahlatici lezzet katmaktadir (Talebi vd., 2017).

Kombucha icecegi geleneksel olarak siyah ¢ay ile Uretilmekle birlikte, asidik tadindan 6tlrU igiminin zor
oldugu ya da her damak tadina hitap etmedigi ¢esitli calismalarda bildirilmektedir. Daha hosa giden tatta
urlnler tretmenin yani sira fonksiyonel urun gesitliliginin artinlmasi amaciyla kombucha i¢geceginin farkl
ham maddeler kullanilarak Uretimine yonelik akademik ve ticari galismalar artmaktadir. Cesitli
calismalarda yesil cay, thlamur, ada cayi, yaban mersini, elma, kus burnu ve nar gibi farkli ekstraktlar
(Tarhan, 2017), yesil, siyah ve rooibos gaylari (Gaggia vd., 2019), mese yapragi (Vazquez-Cabral vd., 2014),
civanpergemi (Vitas vd., 2020), karayemis, siyah havug, giivem ve ahududu (Ulusoy, 2019); kirmizi havug,
kirmizi pancar ve mor lahana (Akarca ve Tomar, 2020), ispanak ve brokoli (Susilowati vd., 2017), yilan
meyvesi (Zubaidah vd., 2018); nar suyu (Yavari vd., 2018), Gzim suyu (Ayed vd., 2017), elma suyu ve gay
kombinasyonu (Liamkaew vd., 2016) kullanilarak kombucha kualtirt ile fermente urUnler Uretilmis,
urunlerde fiziksel, kimyasal, mikrobiyolojik, duyusal ve antioksidan 6zellikler incelenmistir.
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Rosaceae familyasinin Rosa cinsine ait bir bitki olan Gul, mitolojik, dini ve kiltirel 6neminin yaninda
kozmetik, kimya, ilag endustrisi i¢cin 6nemli bir hammaddedir, bunun yaninda hosa giden tat ve aromasi ile
yenilebilir bir gigek olarak gida endustrisinde gesitli alanlarda kullanilmaktadir (Gtines ve Akcan, 2022).
Dunyanin en buyuk gil yagi Ureticisi olan Turkiye’de yaglik gul yalnizca Isparta gevresinde yetistirilmektedir.
Isparta gull (Rosa damascena Mill.) olarak bilinen gesit gida endustrisinde likor, sekerleme-lokum, puding
sakizlarda kullanilmaktadir. Ayni gesitten elde edilen gul suyu da hosa giden kokusu sebebiyle gesitli
yoresel yemeklerde, tatlilarda ve sekerlemelerde kullanilmaktadir (Gékdogan, 2013). Cesitli bilimsel
calismalarda Isparta gult ekmege (Gulvd., 2021), dondurma kiilahina (Gulvd., 2024) zenginlestirme amacl
eklenmistir. Damascena gul ¢esidinin gesitli tlrevleri, kurabiyelere (Gul ve Tekeli, 2019; Kamali vd., 2020),
keklere (Chochkov vd., 2022), Sohan isimli bir iran tatlsina (Akhavan vd., 2016) ilave edilmistir. Stt
urinlerinden ise fermente sut icecegine (lvanov vd., 2023), kaju ilaveli yogurda (Andarini vd., 2020),
fermente peynir alti suyu igecegine (Dingoglu ve Rugji, 2021), dondurmaya (Gulboy, 2024) katilmigtir.
Ozdemir ve Budak (2022) ve Ertiirkmen vd. (2024) Isparta giliinii sirke Giretiminde kullanmislardir.

Yapilan galismalarda gul Grlnlerinin zengin fenolik bilesen icerigine, ylksek antioksidan ve antiradikal
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Gul urunlerinden gul yaginda fenolik bilesiklerden epikatesin,
hesperidin, klorojenik asit, gallik asit ylksek miktarda bulunmustur (Baydar ve Gékturk Baydar, 2017).

Bu calismada Kombucha fermantasyonunda ham madde olarak Isparta gulu kullanilarak, duyusal
ozellikleri gelistirilmis, fonksiyonel yeni bir icecek Uretilmesi amaglanmigtir. Kontrol 6rnegi olarak siyah
cayla uretilen kombucha igcecegi ile gelistirilen yeni igcecegin kimyasal, fonksiyonel ve duyusal 6zellikleri
karsilastirilmistir.

Materyal ve Metot

Kombucha iceceklerinin iiretimi

Calismada kullanilan sakkaroz, kristal formda (Torku, Konya-Turkiye) kullanilmistir. GUlli kombucha
icecegi (GK) uretimi igin, gul yapragi, sakkaroz, sitrik asit ve su karisimindan olusan gul mayasi Fermante
Gida Ltd. Sti’den (Isparta-Turkiye) temin edilmistir. Siyah caylikombuchaigecegi (CK) igin siyah cay (Caykur
Tiryaki, Rize-Turkiye) yerel marketten satin alinmistir. Her iki 6rnekigin de kaynatilmis sogutulmus igme suyu
icerisine %5 sakkaroz ¢ozdurilmus, GK 6rnegi icin %1 oraninda gul mayasi ve CK 6rnegiicin %0.5 siyah cay
sekerli su igerisine ilave edilmistir. Oranlar daha 6nceki yapilan galismalar baz alinarak 6n denemelerle
belirlenmistir. Her iki karisim da 30 dk sure ile demlenmeye ve sogumaya birakilmigtir. Stire sonunda gaylar
aseptik kogullarda suzilmusttr. Kombucha biyofilmi (SCOBY) ilavesi sonrasi 14 giin boyunca etlivde 24°C
sicaklikta, karanlik bir ortamda fermantasyona birakilmistir (Sekil 1). Fermantasyon sonunda aseptik
kosullarda kombucha mantarn iceceklerin igerisinden cikartilarak buzdolabi sicakliginda muhafaza
edilmistir.

Sekil 1. Uretilen kombucha igeceklerinin gériintiisii (Siyah gayli kombucha-CK ve giillii kombucha-GK).
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Kombucha Biyofilminin Biyokiitle Artistnin Belirlenmesi

Fermantasyon sirasindaki biyokutle artisini belirlemek igin, selllozik yapi fermantasyon 6ncesi ve
sonrasinda aseptik olarak steril saf su ile yikandiktan sonra, fazla suyu uzaklastirilimis, filtre kagidi tUzerinde
kurutulmus ve tartilmistir (Malbasa vd., 2006). Agirlik artisi baslangic agirligina oranlanarak % olarak
hesaplanmistir.

Fizikokimyasal Analizler

Briks (Suda Céziiniir Kuru Madde) Tayini: Orneklerin suda ¢éziiniir kuru madde (brix) miktarlari Dijital
refraktometre (HI1 96801, Hanna Instruments) ile dlgulmastur.

pH ve Toplam asitlik tayiniz Orneklerin pH degerleri pHmetre (Schott Lab 860-Mainz-Almanya) ile
belirlenmistir. Titrasyon asitligini belirlemek amaciyla 25 mL 6rnek 0.1 N NaOH ile pH 8.1 olana kadar titre
edilmis, titrasyon sonucunda harcanan NaOH miktar Uzerinden hesaplama yapilarak titrasyon asitligi
bulunmustur.

WD (E)(100)

Titrasyon Asitligi, % = v

(1)

(V: Harcanan 0.1 N NaOH miktari (mL); f: NaOH c¢ozeltisinin faktort:1; NaOH c¢ozeltisinin
normalitesi:0.1; E: 1 mL 0.1 N NaOH’in esdegeri asit miktari,g ( Asetik asit icin E=0.006005), M: Titre edilen
ornegin gergek miktari, (mL).

Renk Olgiimii: Orneklerin renk degerleri kolorimetre (Minolta CR-400, Tokyo Japonya) yardimiyla
belirlenmistir. Kolorimetrenin sivi 6l¢iim kabina konulan 6rnekler, okuma basliginin tzerine yerlestirilerek
olgimler yapilmis ve Hunter L, a, b degerleri kaydedilmistir.

Mikrobiyolojik Analizler

Lactobacillus spp. icerigi: Dokme kiiltiir ydntemi ile MRS Agar (Lactobacillus Agar acc. to De Man,
Rogosa and Sharpe, Merck, Almanya) kullanilarak mikrobiyal ekim gerceklestirilmistir (Dave ve Shah, 1996).
Karbondioksitinklibatdriinde (CO-150, New Brunswick Scientific) 37 °C’de 48 saat inklibe edilen drneklerde
20-200 arasi koloni bulunduran petrilerdeki koloniler sayilarak, drneklerdeki Lactobacillus spp. sayisi
hesaplanmistir.

Lactococcus spp. igerigi: Uygun dilisyonlardan alinan érneklerden M17 (Merck, Almanya) agar
besiyerine ekim yapilmistir (Anonim, 1997). Anaerobik kosullar altinda 37°C’de 48 saat CO, inkiibasyon
sonunda koloniler sayilmistir.

Maya icerigi: Uygun diliisyonlardan 1 mL &rnek steril petri kutularina aktarilmis ve (izerine laktik asit
ilaveli PDA (Potato Dextrose Agar, Merck,Almanya) besiyerinden eklenmis, 30°C sicaklikta 5 giin
inkiibasyona birakilmistir (Halkman, 2005). inkiibasyon siiresi sonunda mikroorganizma sayimlari
yapilmigtir.

Asetik Asit Bakteri [cerigi: Mikrofilreden gegirilerek steril hale getirilmis cycloheximide eklenen (4 mg/L)
YGC agara (Merck, Almanya) yayma kiiltiir ydntemi ile aktarilan diliisyonlar, 30°C sicaklikta 5 giin inkiibe
edilmistir (Ozdemir vd., 2015).

Toplam Koliform Bakteri Sayimi: Uygun dilusyonlardan alinan 6rnekler Violet Red Bile (VRB) agar
besiyerine ekilmigtir. 37°C’de 48 saat inkiibasyon sonunda gelisen mor renkli koloniler sayilmistir.

Mikrobiyolojik Analizler

Toplam fenolik madde (TFM) analizi: Orneklerin toplam fenolik madde igerigi Folin-Ciocalteu yéntemiiile
belirlenmistir. Saf su ile seyreltilen 6rneklere sodyum karbonat (Merck, Almanya) ¢ozeltisi ve Folin reaktifi
(Folin-Ciocalteu's phenolreagent, Merck, Almanya) ilave edilmis, 120 dakika karanlik bir ortamda bekletilen
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tlplerin spektrofotometrede (Shimadzu Scientific Instruments, Inc., Tokyo, Japonya) absorbansi 760 nm
dalga boyunda o6lgulmustir Toplam fenolik madde igerigi, gallik asit standart egrisinden GAE/L olarak
hesaplanmistir.

Oksijen Radikal Absorbans Kapasite (ORAC) Analizi: Antioksidan kapasite tayini kinetik olarak Biotek
Synergy™ HT Multi-Detection Mikroplaka Okuyucu (Winooski, Vermont, USA) cihazinda gergeklestirilmistir.
Mikroplaka kuyucuklarina farkli dilisyon araligindaki troloks (Calbiochem-Merck, Almanya) ¢ozeltileri ve
uygun dilisyonda hazirlanmis kombucha igecekleri ilave edilmistir. Cihaz tarafindan kuyucuklara otomatik
olarak flourescein ¢ozeltisi (Sigma, St. Louis-ABD) ilave edilmis ve 37 °C’de karanlikta 30 dakika inkiibasyon
suresi beklenmistir. Sre bitiminde mikroplakadaki kuyucuklara 153 mM 2.2’-Azobis (2-amidinopropane)
dihydrochloride (Aldrich, St. Louis-ABD) ¢ozeltisinden ilave edilerek 37 °C’de karanlikta 90 dakika stirecek
reaksiyon baslatilmistir. Reaksiyon suresinin her dakikasinda 485-520 nm egzitasyon-emisyon dalga
boyunda flouresans okuma yapilarak Gen 5™ bilgisayar yazilm programina kaydedilmistir. Sonuclar pmol
TE/mL olarak verilmistir.

Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC-ABTS+) Analizi: Orneklerin toplam antioksidan aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla, potasyum persilfat (Sigma, St. Louis-ABD) iceren 7 mM’lik 2.2’-azinobis (3-etil-
benzotiazolin-6-stlfonik asit) diamonyum tuzu (ABTS) (Aldrich, St. Louis-ABD ¢ozeltisi karanlikta 12-16 saat
reaksiyona sokularak ABTS® radikal ¢ozeltisi hazirlanmistir. Radikal ¢ozeltinin absorbans degeri 734 nm
dalga boyunda fosfat tamponu (Di-Sodium Hydrogen phosphate, Merck, Almanya) ile seyreltilerek 0,700’e
ayarlanmigtir. Absorbansi ayarlanmis 2 mL radikal Uzerine 20 pyL 6rnek veya farkli dilisyon araliginda
hazirlanmis troloks (Calbiochem-Merck, Almanya) ¢ozeltileri ilave edilmis ve 37 °C sicaklikta 6 dakika
reaksiyonun tamamlanmasi beklenmigtir. Reaksiyon suresi boyunca o6rnek ya da standarttaki
antioksidanlarin radikalle reaksiyonu sonucu 734 nm dalga boyunda dl¢llen absorbanslar kaydedilmigtir.
Sonuglar umol TE/mL olarak ifade edilmisgtir.

Fenolik Bilesen ve Kafein Analizi: Kombucha 6rneklerinde fenolik bilesen ve kafein miktarlart HPLC
(Shimadzu SCL-10A, Scientific Instruments, Inc., Tokyo, Japonya) cihazinda belirlenmistir. HPLC cihazi;
DAD dedektdr, sistem kontrol Unitesi (LC 20ADvp), pompa (LC 10ADvp), gaz ayirici (DGU 20A) ve kolon firini
(CTO 10Avp) kisimlarindan olusmaktadir. Orneklerdeki fenolik bilesenlerden gallik asit, gallokatesin ve
klorojenik asit, ile kafeinin ayrimi Gemini C18 (150x3 mm, 5 pm, 110A, Phenomenex, Kaliforniya-ABD) kolon
ile gerceklestirilmigtir. Analizde %18 asetonitrilve 50 mM o-fosforik asit igeren mobil faz kullanilmistir. Mobil
fazin pH si, 4.50 degerine 1 M NaOH ilavesi ile ayarlanmistir. Kolon firini sicakligi 30°C ve mobil fazin akis
hizi 0.6 mL/dk"ya ayarlanmistir. Bilesenlerin ayrimi 198 nm dalga boyunda DAD dedektor kullanilarak
yapilmistir.

Organik Asit Iceriginin Belirlenmesi

Orneklerin organik asit igerigi yiiksek performans sivi faz kromatografisi (HPLC-Shimadzu SCL-10A,
Scientific Instruments, Inc., Tokyo, Japan) ile belirlenmistir. Calisma kosullar C18 kolon (Inertsil ODS-3C18,
150 x 3.0 mm, 5 ym; GL Sciences Inc., Kaliforniya-ABD), 4 mM sulfirik asit (Tekkim, Tirkiye) ¢ozeltisi mobil
faz, 1 mL/dakika akis hizi, 40°C kolon sicakligl, 20 pl enjeksiyon hacmi olarak belirlenmistir. Orneklerdeki
organik asit konsantrasyonlarn dis kalibrasyon yontemiyle her bir standart icin hazirlanan kalibrasyon
grafiginden elde edilen alanlar yerine konularak hesaplanmistir. Orneklerde organik asitlerden oksalik asit
(R?=0.997), laktik asit( R®>=0.999), malik asit (R?=0.993) ve asetik asidin (R*=0.998) ayrimi yapilmistir
(Sanarico vd., 2003).

Duyusal Degerlendirme

Duyusal parametreler 6n duyusal degerlendirme sonucu belirlenmis ve duyusal degerlendirme formu
olusturulmustur. Orneklerin duyusal degerlendirmesi 15 kisilik egitilmis bir panelist gruba uygulanan
Tanimlayici Duyusal Analiz yéntemi ile gergeklestirilmistir. Ornekler seffaf bardaklar igerisinde su esliginde
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es zamanl olarak panelistlere sunulmus, panelistlerin 6rnekleri 6 (en yuksek) ve 1 (en dusuk) olmak tzere
puanlamasi beklenmisgtir.

Istatistik Analiz

Arastirma 3 tekerriir ve 2 paralel olarak planlanmistir. Ornekler arasindaki istatistik farkliligin
belirlenmesinde SPSS paket programi kullanilmistir. Ornekler arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde
independent t test uygulanmisgtir.

Bulgular ve Tartisma
Biyokiitle artist

Kombucha biyofilmlerinin biyokutle artisi, baslangic biyofilm agirigina gore kiyaslama yapildiginda siyah
cayli kombucha orneginde %105; gilli kombucha 6Orneginde %50 olarak belirlenmistir. Biyofilm
Uretiminden baslica sorumlu olan grup ekzopolisakkarit Ureticisi asetobakteriler ve glukonobakterilerdir.
Siyah cayli substrat ortaminin bu bakteriler i¢in azot kaynagi vb saglamasi ve gelisimlerini tesvik etmesi
sebebiyle gulli substrat ortamina goére daha uygun oldugu dustnulmustir. Laavanya vd. (2021) cay
ekstraktinda bulunan kafein, teofilin ve teobromin gibi bilesiklerin selulozik kompleksleri aktive ederek
bakteriler tarafindan sellloz Gretimini uyarmaya yardimci oldugunu bildirmislerdir. GK 6rneginin biyofilm
olusumunu destekleyen bu tur bilesenlerden yoksun olmasi biyofilm kutlesinin artisinin CK 6rnegine kiyasla
daha az olmasina sebep olmus olabilir.

Farkli substratlarin kombucha igecegi Uretiminde kullanildigl gesitli calismalarda biyofilm agirliklari
belirlenmistir. Kirmizi ve mor sebzelerin kombucha igecegi uretiminde kullanildigi ¢calismada kirmizi
havucun kullanildigl iceceklerde 17.96 g olan basglangi¢ biyofilm agirligi, 21 giin fermantasyon sonunda
32.65 grama ulasarak en yuksek artigi gostermistir (Akarca ve Tomar, 2020). Civanpergemi ekstrakti ile
hazirlanan kombucha iceceklerinde bitki icerigi ylksek olan ve superkritik su ekstraksiyonu uygulanan
ornekte 3.39 gramlik artig ile en yuksek biyokutle artigi tespit edilmisgtir (Vitas vd., 2018).

Fizikokimyasal Ozellikler

Baslangi¢ substratlarinda briks (suda ¢ozunur kuru madde) degerleri CK 6rnegiigin 5.2 ve GK 6rnegi igin
5.7 olarak belirlenmistir. Kombucha igeceklerinin fizikokimyasal analiz sonuglari Tablo 1’de verilmistir.
Fermantasyon sonunda CK igeceginde briks daha dusik bulunmustur (p<0.05). Bunun sebebi GK
orneginde mayadan kaynaklanan seker igeriginin suda ¢6zunur kuru madde igerigine katkisindan oldugu
dusUndlmastdr. (Giritlioglu vd., 2020) kapari ve yesil gaylar ile Gretilen kombuha 6rneklerinin brix degerlerini
1.73-2.17 araliginda bulmuslardir. Tamer vd. (2021) farkl bitki ekstraktlari ile Urettikleri kombucha
iceceklerinde fermantasyonun 9. giiniinde kontrol 6rneginin briks degerini 5.00 olarak bildirmislerdir. pH
degerleri arasinda farklilik olmadigi tespit edilirken, siyah ¢ayli kontrol 6rneginin (CK) titrasyon asitligi gullu
kombucha igeceginden ylksek bulunmustur (Cizelge 1). Daha 6nce kombucha igecekleri ile yapilan
calismalarda 6rneklerin pH degerleri 2.60-3.52 araliginda belirtilmigtir (Ayed vd., 2017; Chu ve Chen, 2006;
Guldane vd., 2017; Tarhan, 2017).

Kombucha asidik bir igecektir ve yapilan 6nceki gcalismalarda asetik asit baslica olmak UGzere, glukonik,
glukuronik, sitrik, L-laktik, malik, tartarik, malonik, oksalik, stiksinik, purivik ve Usnik asit gibi organik asitleri
icerdigi bildirilmistir (Jayabalan vd., 2014). Baska bir ¢calismada Kapari meyvesi kullanilarak uretilen
kombucha caylarinda toplam asitlik miktari %1.74-2.58 araliginda bulunmustur (Giritlioglu vd., 2020).
Cesitli galismalarda arastirmacilar kombucha 6rneklerinin titrasyon asitliklerini, yilan meyvesi kullanilarak
uretilen kombucha igeceklerinde %0.92-1.65 (Zubaidah vd., 2018), nar suyu kullanilarak farkli sicakliklarda
ve seker oranlarinda inkiibe edilen kombucha igeceklerinde fermantasyonun 12. Gininde 12.4-26.6 g/L
araliginda (Yavari vd., 2018); elma suyu ve siyah gay karisimi ile Uretilen igceceklerde %4.02 (Liamkaew vd.,
2016) olarak belirlenmistir. (Vitas vd., 2020) farkl bitkilerle hazirladiklari kombucha igeceklerinde siyah gay
ile hazirlanan igcecekte toplam asitlik miktarini yaklasik 6.5 g/L olarak bildirmislerdir.
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Gullu ve gayli kombucha igeceklerinin renk degerleri degerlendirildiginde, L degeri arasindaki farklilik
bulunmazken, siyah ¢ayli kombucha 6rneginde a ve b degerleri istatistik olarak 6nemli dizeyde ylksek
bulunmustur (p<0.05). Tamer vd., (2021) kontrol 6rneginde L a b degerlerini 21.87; 4.50; 9.63 olarak
bildirmislerdir. Kaparili kombuchalarda ise L a b degerleri 20.94-25.36; -0.04-0.61; 2.74-4.29 arali§inda
bulunmustur (Giritlioglu vd., 2020). Kombucha Uuretiminde kullanilan substratlara gére kombucha
iceceklerinin renk degerlerinde farklilik olabilmekte ayrica fermantasyon sirasinda Urun renginde agilma
gozlemlenebilmektedir.

Tablo 1. Kombucha igeceklerinin fizikokimyasal 6zellikleri ve renk degerleri.

Titrasyon Renk Degerleri
Briks pH Asitligi (g asetik Hunter
asit/100 mL) L a b
CK 4.3+0.29° 3.02+0.13 1.87+0.052 18.08+0.21 0.18+0.022 1.06+0.02°
GK 4.9+0.37° 3.05+0.16 1.15+0.03° 18.37+0.78 0.05+0.00° 0.38+0.01°

Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen degerler istatistik olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

Mikrobiyolojik icerik

Kombucha igeceklerinin mikrobiyal kompozisyonu, gelisme ortami ve inokulum farklligi gibi cesitli
faktorlerden etkilendigi icin kesin olarak verilememekle birlikte, en fazla bulunan prokaryotlar
asetobakteriler ve glukonobakteriler olarak belirtilmektedir. Mayalardan ise Saccharomyces,
Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces, Debaromyces, Torulopsis, Pichia,
Brettanomyces, Dekkera, Candida, Koleckera, Mycoderma, Mycotorula, Lachancea, Hanseniaspora ve
Torulospora gibi maya turlerinin varligi gcalismalarda bildirilmigtir (Jayabalan vd., 2014). Son yillarda
kombucha kultarinin %30’unu laktik asit bakterilerinin olusturduguna dair calismalar vardir (Nguyen vd.,
2015).

Gulve siyah cay ile uretilen kombucha iceceklerinin mikrobiyolojik analiz sonuglari Sekil 2’de verilmigtir.
Bu calismada siyah cgayla uretilen kontrol 6rneginin mikrobiyal igerikleri gulli kombuchanin mikrobiyal
iceriginden genel olarak yuksek bulunurken, Lactobacillus spp. ve Lactococcus spp. sayilarl arasindaki
farklilik 6nemli diizeyde yiksek bulunmustur (p<0.05). Koliform bakteri 6rneklerde tespit edilmemistir.
Siyah c¢ayli ortam, kombucha mantarn igerisindeki mikroorganizmalarin adaptasyonunun oldugu bir
substrat ortamdir, mikroorganizmalarin bu ortamda daha yliksek oranlarda gelismesi beklenen bir
sonugtur. Biyofilm agirliklarinin CK o6rneginde daha ylUksek olusu da mikroorganizma igerikleri ile
uyumludur.

Degirmencioglu vd., (2019) farkli gaylarla hazirlanan kombu gayi iceceklerinde asetik asit bakteri sayisini
7.77-10.66 log kob/mL araliginda bulmuslardir. Vitas vd. (2020), laktik asit bakteri sayisini fermantasyonun
12. guintinde en yiksek 5.99 log kob/mL olarak bildirmiglerdir. Akarca ve Tomar, (2020) kirmizi pancar, kirmizi
havug¢ ve mor lahana kullanilarak hazirlanan kombucha ¢aylarinda laktik asit bakterisi, Laktokok, asetik asit
bakterisi, maya-kuf sayilarini 3.45-3.98; 3.16-3.80; 3.92-5.70 ve 4.89-5.53 araliginda bulmuslardir. Tamer
vd., (2021) cesitli bitki 6zutleri ile kombucha igecekleri Urettikleri calismada kombucha kualttranun
mikrobiyal icerigini 6.32 log kob/mL toplam aerobik mezofilik bakteri, 6.53 log kob/mL maya, 6.30 log
kob/mL asetik asit bakterisi olarak belirlemislerdir. Onceki calisma sonuclarindan da goériilecegi gibi
kombucha igeceklerinin mikrobiyal igerikleri farklilik gostermektedir. Kombucha kulturt kendisi kompleks
bir konsorsiyumdur, bunun yani sira icecek uretiminde kullanilan farkli substratlar ve bilesenler iceceklerin
mikrobiyal icerikleri GUzerinde etkili olmaktadir. Bu sonuglara gore ¢ayin bakterilerin gelisimi i¢in daha uygun
bir bilesen oldugu sonucu gikarilabilir. (Glldane vd., 2017) galismalarinda siyah ve yesil gayda bulunan
kafein ve teofilin gibi bilesenlerin hucrelerin gelisimi igin azot kaynagi saglamasi nedeniyle diger bilesenlere
nazaran daha uygun bir substrat oldugunu belirtmislerdir.
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Farkli harflerle gosterilen degerler istatistik olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

Sekil 2. Kombucha igeceklerinin mikrobiyal igerikleri.

Toplam Fenolik Madde Icerigi ve Antioksidan Ozellikler

Sekil 3’te 6rneklerin toplam fenolik madde igerikleri fermantasyon baslangicinda ve sonunda verilmistir.
Cayli kombucha iceceklerinin toplam fenolik madde miktar gulli kombucha igeceklerinden 6nemli
duzeyde yuksek bulunmustur. Buna karsin her iki 6érnek i¢cin de fermantasyon ile birlikte toplam fenolik
madde miktarinda meydana gelen artis istatistik olarak 6nemli bulunmamistir. Cayli ve gulli kombucha
orneklerinin fermantasyon baslangi¢ ve sonunda ORAC ve TEAC degerleri Sekil 4’te verilmistir. Siyah gay ile
Uretilen igeceklerin ORAC ve TEAC degerleri gullli iceceklerden ylksek bulunmustur (p<0.05). Ayrica
fermantasyon ile birlikte ORAC degerlerindeki artis her iki icecekte de 6nemli bulunmustur (p<0.05).
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500
450
400
350
300
250
200
150 b b
100 =
50

mg GAE/L

0. gun 14. glin

EmCK mGK

Farkl kiigUk harflerle gosterilen degerler 6rnekler arasindaki istatistik farkliligi gostermektedir (p<0.05).

Sekil 3. Kombucha igeceklerinin fermantasyon baslangig ve son giiniinde Toplam Fenolik Madde (TFM-mg GAE/L)
degerleri.

On iki gl gesidinin yapraklarindan elde edilen ¢aylarin antioksidan 6zelliklerinin incelendigi calismada
R. damascena gesidinden elde edilen gayin TEAC yontemi ile belirlenen antioksidan aktivitesi yaklasik 1400
UM TE/g olarak referans 6rnek olarak incelenen yesil gay 6rneginden bir miktar yiksek bulunmustur (Vinokur
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vd., 2006). Bu gcalismada bulunan sonuglardaki 6nemli farkliik materyal olarak gul yapraginin degil gil
mayasinin kullanilmasi ayrica inflizyon kosullarinin (su sicakligi vb.) farkliigindan kaynaklanmis olabilir.

Guldane vd., (2017) siyah cayli kombuchada toplam fenolik madde miktarini yesil ¢cayli ve beyaz ¢ayli
kombuchalardan daha dusik degerler ile 228.4 olarak belirlemislerdir. Vitas vd., (2020) 30 mg GA/L
baslangic toplam fenolik madde icerigini 10. Guinde 40 mg GA/L olarak bildirmislerdir. 14 giin fermantasyon
sonunda siyah cayli kombuchada Toplam polifenol igerigi kuru madde bazinda 67.20 mg/g olarak
bildirilmigtir (Gaggia vd., 2019). Liamkaew vd., (2016) elma suyu ve siyah ¢ay karigimi ile hazirladiklar
iceceklerde toplam fenolik madde miktarini 0.75 mg GAE/mL olarak bildirmislerdir. Kaparili kombucha
iceceklerinde ise ekstrakte edilebilir Toplam Fenolik Bilesen miktar1 7.19-9.69 mg GAE/g olarak bildirilmistir
(Giritlioglu vd., 2020). Kombucha antioksidan 6zellikli polifenoller ve glukarik asidin 6nemli bir kaynagidir
(La Torrevd., 2021). Kombucha gayinin, fermantasyon sirasinda uretilen dtgtik molekuler agirtikli bilesenler
ve cay fenoliklerinin yapisal degisimleri nedeniyle fermente edilmemis ¢gaydan daha yuksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu gozlenmektedir (Jayabalan vd., 2014). Cay katesinlerinin radikal stpurme
yetenekleri radikal turtine bagli olarak degisebilmektedir. Kombucha igeceklerinin antioksidan kapasitesi,
15 gun fermantasyon sonunda ABTS, DPPH ve linoleik asit peroksidasyon yuzdesi bakimindan artarken,
demir iyon baglama yetenegi %81 oraninda azalmistir (Chu ve Chen, 2006). Gaggia vd., (2019) siyah gay ile
urettikleri kombucha igeceklerinin DPPH ve FRAP testleri ile inceledikleri antioksidan aktivite degerlerinde
14 gin fermantasyon sonunda istatistik olarak 6nemli artis bildirmislerdir. Giritlioglu vd., (2020) kaparili
kombuchalarin ABTS yontemi ile belirledikleri antioksidan kapasitelerini, bu ¢alismanin bulgularindan bir
miktar daha yuksek degerler ile 4.46-7.06 pmol Troloks/g araliginda belirlemislerdir.
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*Farkli buyUk harflerle gosterilen degerler fermantasyon glnleri arasindaki istatistik farklligi
gostermektedir. Farkli kiguk harflerle gosterilen degerler Ornekler arasindaki istatistik farkllig
gostermektedir (p<0.05).

Sekil 4. Kombucha igeceklerinin fermantasyon baslangi¢ ve son giinunde ORAC ve TEAC degerleri.
Organik Asit Icerigi

Kombucha cgaylarinin kimyasal analizinde organik asitlerden asetik, glukonik, sitrik, L-laktik, malik,
tartarik, malonik, oksalik, sUksinik, pirtvik, usinik asitlerin varligi daha 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir.
Bakteri ve mayalarin metabolik faaliyeti sonucu sekerler etanole donusdr, asetik asit bakterileri glukozdan
glukonik asit ve etanolden asetik asit Uretirler. Asetik asit temel metabolittir. (Jayabalan vd., 2014).

Bu ¢alismada siyah gayli ve gulli kombucha igeceklerinde ayrimi yapilan organik asitlerden oksalik ve
laktik asit miktarlari siyah cayli 6rnekte istatistik olarak yuksek bulunmustur (Sekil 5). Gullt icecekte organik
asitlerden yalnizca malik asit miktar yuksek bulunmustur. Tamer vd., (2021) yaptiklari ¢calismada D-
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glukoronik asit, D-glukonik asit yaninda tespit etikleri laktik asit miktarini 257 mg/L asetik asit 1776 mg/L
olarak bildirmiglerdir. Vitas vd., (2020) siyah ¢ayli kombuchalarda fermantasyonun 10. gununde 0.84 g/L
asetik asit; 1.01 g/L oksalik asit, 0.52 g/L formik asit; 0.04 g/L malik asit; 0.12 g/L malonik asit tespit
ederlerken; laktik asit tespit etmemislerdir. Isparta gulliniin organik asit igeriginin incelendigi calismada
oksalik, tartarik, malik, askorbik, asetik, sitrik, stiksinik ve fumarik asitler tespit edilmistir (Onder vd., 2022).
Fermente bir gida olan gul sirkelerinde, organik asitlerden; tartarik, askorbik, sitrik ve siksinik asidin yani
sira oksalik asit (61 g/100 mL), malik asit (881 g/100 mL), laktik asit (3718 g/100 mL), asetik asit (31200 g/100
mL) icerikleri daha yiiksek oranlarda belirlenmistir (Ozdemir ve Budak, 2022).
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Farkli kiiguk harflerle gosterilen degerler 6rnekler arasindaki istatistik farklilig gostermektedir (p<0.05).
Sekil 5.Kombucha igeceklerinin organik asit igerikleri (mg /L).
Fenolik Bilesen Miktarlart

Bu galismada siyah ¢ayli kombuchada kafeinin yaninda gallik asit ve gallokatesin, gulli kombuchada ise
gallik asit ve klorojenik asidin ayrimi yapilmigtir. Bilesenler iginde en yuksek kafein miktar bulunmustur
(Tablo2).

Tablo 2. Kombucha igeceklerinin fenolik bilesen ve kafein igerikleri (mg/L)

Gallik Asit Gallokatesin Klorojenik Asit Kafein
CK 14.78+2.2 4.92+0.37 - 35.48+1.58
GK 14.32+1.87 - 7.719+1.2 -

Siyah cayli kombuchada kafein, gallik asit, epigallokatesin, katesin, epigallokatesin gallat ve katesin
gallatin ayrimlarinin yapildigi calismada siyah gay ile Uretilen kombuchada gallik asit 2.04 ve kafein 31.41
mg/L olarak tespit edilmistir (Gluldane vd., 2017). Onder vd., (2022), Isparta gul gigegi yapraklarinda tespit
edilen gallik asit miktari 10.90; klorojenik asit miktari 54.80 pg/g olarak bildirmislerdir.

Duyusal Degerlendirme Sonuglart

Orneklerin duyusal degerlendirme sonuglari Sekil 6’da verilmistir. Duyusal degerlendirme sonuglari
incelendiginde gulli kombucha icecegi aroma, tat, ferahlatici tat ve genel begeni parametreleri bakimindan
siyah cayli icecekten dnemli duzeyde yuksek puanlar almistir (p<0.05). Gul yapraklarinin icecege kattig
aroma panelistler tarafindan begeni almistir. Isparta gulunin, kombucha iceceginin duyusal 6zelliklerini
gelistirmesi Urinun saglikli bir fermente Grinde kullanilmasi yeni bir kullanim alani olusturmasi ve Grinun
tuketiminin yayginlastirilmasi bakimindan énem arz etmektedir.
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Sekil 6. Kombucha igeceklerinin duyusal degerlendirme sonuglari.

Sonug

Bu calismada Isparta gulu ve siyah cay kullanilarak uretilen Kombucha iceceklerinin fizikokimyasal,
duyusal 6zellikleri ile mikrobiyolojik, antioksidan, fenolik ve organik asit igerikleri aragtirilmistir. Kontrol
ornegi olarak Uretilen siyah gayli kombucha igeceginde gulli icecege gore mikrobiyolojik ve antioksidan
ozellikler bakimindan daha ytksek degerler elde edilmesine ragmen, gulli kombucha icecegi duyusal
degerlendirmede panelistlerden daha ylksek begeni almistir. Yapilacak ileri calismalar ile gul yaprakli
fermantasyon ortaminin farkli besin maddeleri ile desteklenmesi ya da siyah cay ile kombinasyonu ile
optimizasyonunyapilmasiile yeni gelistirilecek icecegin hem duyusalyénden tercih edilirhem de probiyotik
bakteri ve antioksidan igerik olarak daha ylksek degerlere ulasmasi saglanabilecektir. Bu galisma Isparta
ili icin 6nemli bir tarim urinu olan gul igin alternatif bir kullanim olanag olusturulmasi bakimindan
onemlidir. Ayrica probiyotik Urlinlere artan talep dogrultusunda vegan tlketicilere de hitap eden duyusal
Ozellikleri gelistirilmis fermente Urlnler gelistirilmesi Urun gesitliliginin artmasi bakimindan 6nemli
olacaktir.
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