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and 14th days, respectively. The highest total soluble solids content was determined
as 7.81+0.28 °Bx in AS7 kombucha on our 48th. The highest DPPH activity was
observed in AS7 after 14 days (71+1.02%), metal chelating activity was highest in
AS7 kombucha on day 14th (71.5%), and the total phenolic content was found to
be 412+0.81 mg GAE/L and 438+0.89 mg GAE/L in AS7 on days 7th and 14th,
respectively. The highest levels of acetic acid, lactic acid, and yeast counts were
detected in AS7 on days 7th and 14th. The results showed that agave syrup may be
an alternative sugar source to sucrose for kombucha, and polyphenols from agave
may contribute to antioxidant capacity. Particularly, consumption between 7th and
14th days is recommended due to the highest functional properties observed during
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Kombu ¢ay1 Fermantasyonunda Agave (Agave salmiana) Surubunun Kullanimi
Anahtar Kelimeler Ozet
Agave surubu, Kombu gay1, Bu ¢alismada, farkli konsantrasyonlardaki agave surubunun (AS) kombu cayi

Fermantasyon, Igecek, Fonksiyonel gid. . .
yon fpecek, Tontsiyonel e fermantasyonunda substrat olarak kullaniima potansiyeli arastirildi. Kombu ¢ayina

%3 (AS3), %5 (ASS) ve %7 (AS7) konsantrasyonlarda AS ilave edildikten sonra
bazi fizikokimyasal, antioksidan ve mikrobiyolojik analizlerin yani sira toplam
fenolik madde miktarlart belirlendi. En diigik pH degeri AS7 fermantasyonun 7. ve
14. giinlerinde sirasiyla 3.13+0.13 ve 2.91£0.15 olarak 6l¢iildi. En yiiksek suda
¢Oziiniir kuru madde AS7 kombu ¢ayinin 48. saatinde 7.81+0.28 °Bx olarak tespit
edildi. En yiiksek DPPH aktivitesi AS7'de 14. giinde %71+1.02, metal selatlama
aktivitesi AS7 kombu ¢ayinda fermantasyonun 14. giiniinde %71.5 ve toplam
fenolik madde miktarmin AS7'min 7. ve 14. giinlerinde sirasiyla 412+0.81 mg
GAE/L ve 438+0.89 mg GAE/L seviyelerinde oldugu goriildii. En yiiksek asetik
asit, laktik asit ve maya sayilart AS7 nin 7. ve 14. glinlerinde tespit edildi. Sonuglar,
agave surubunun kombu cay1 fermantasyonunda kullanilabilmesi ig¢in iyi bir
substrat kaynagi olabilecegini ve agaveden gelen polifenollerin antioksidan
kapasiteye katkida bulunabilecegini gostermistir. Ozellikle, AS7’nin 7 ve 14 giinliik
fermantasyon siirelerinde belirlenen en yiiksek fonksiyonel 6zelliklerden dolay1 bu
stireler arasinda tiiketilmesi tavsiye edilebilir.

1. Giris

Toplumsal dinamiklerin degisimi, insanlarin yeme aligkanlhiklarini da etkilemektedir. Saglik sorunlarinin artmasi ile
birlikte insanlar dogal ve fonksiyonel gidalara yonelmektedir. Geleneksel olarak hazirlanan fermente triinler, dogal ve
fonksiyonel gidalarin temelini olusturmaktadir. Son donemlerde arastirmacilar, geleneksel gidalara fonksiyonellik
kazandiran etkili bilesikleri ortaya ¢ikarmak i¢in yogun bilimsel ¢alismalar yiiriitmektedir [1]. Fermente i¢ecek endiistrisi
icin son dénemlerin popiiler bir {iriinii olan kombu ¢ay1 fonksiyonel iceceklerden birisidir. Kombu ¢ay1i, ¢esitli caylarin
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(6zellikle siyah, yesil ve oolong ¢ay), Symbiotic culture of bacteria and yeast (SCOBY) fermantasyonu sonucu elde edilen
bir igecektir [2]. Yesil ¢ay, kersetin, kampferol ve mirisetin flavonoidleri ile birlikte diger ¢ay bilesenlerini, proteinleri ve
amino asitleri igerdigi i¢in fermantasyon igin elverisli bir ortam olarak kabul edilir. Cay polifenolleri, ¢esitli hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisinde dnemli etkilere sahip olduklart i¢in bir¢ok bilimsel ¢aligmanin odaginda yer almistir [3]. Kombu
cayi kiiltiirindeki mayalar (Brettanomyces, Zygosaccharomyces ve Saccharomyces cinsleri), ¢aydaki sekerleri fermente
ederken, bakteriler (Gluconacetobacter ve Lactobacillus cinsleri) olusan alkolii asetik aside cevirirler. Asetik aside ek
olarak, glukonik, laktik, glukuronik, malik, sitrik ve tartarik gibi organik asitler de meydana gelir [2,4]. Bazi
arastirmacilar, kombu ¢ay1 fermantasyonunda tatlandirilmig siyah ¢ayin yani sira birgok bitkisel substrati (meyve, sarap,
siit, bitki caylar1 vb.) kullanarak simbiyotik kiiltiire daha fazla fonksiyonellik kazandirmayi amaglamislardir [5-7]. Bu
calismada, farkli konsantrasyonlardaki agave surubunun (AS) kombu ¢ay1 fermantasyonunda substrat olarak kullanilma
potansiyeli arastirilmistir.

Son zamanlarda, dogal kaynaklardan elde edilen tatlandiricilar, onlar1 karakterize etmeyi, biyolojik ve teknolojik
islevselliklerinin yani sira insan saglig1 tizerindeki etkilerini belirlemeyi amaglayan c¢aligmalarin odak noktasi olmustur.
Ornegin bal ve Stevia rebaudiana Bertoni, besin degeri, fonksiyonel 6zellikleri ve insan sagligma olumlu etkileri
nedeniyle genis capta arastirilmistir [8]. Ancak, AS'nin teknolojik ve fonksiyonel 6zelliklerin gelistirilmesine yonelik az
da olsa firmcilik, sekerleme ve igecek endiistrilerinde ¢aligmalar vardir [9]. AS, agave nektari olarak da bilinen, agave
bitkisinin 6ziinden, 6zellikle Agave salmiana ve Agave tequilana (Asparagaceae) tiirlerinin ¢igeklerinden elde edilen bir
ekstrakttir [10,11]. A. salmiana yiiksek sakkaroz, diigiik glisemik indeks ve vegan statiisii gz 6niine alindiginda, bu {iriin
sakkaroz ve bal gibi geleneksel tatlandiricilarin yerine gegen bir iiriin olarak popiiler hale gelmistir. A. salmiana suruplart,
997-1054 cm?® arasinda belirgin bir absorpsiyon ile yiiksek sakkaroz igerigine sahiptir [12]. 17. yiizyildan beri AS
Meksika'da tekila, mezcal, sotol, pulque ve henequen gibi damitilmis alkollil igecekler liretmek i¢in kullanilmaktadir. AS,
Meksika ekonomisine 2021'de 156 milyon dolar kazandirmis ve 2026'ya kadar 272 milyon dolar kazandirmasi
beklenmektedir [13]. Son zamanlarda gida endistrisinde, agave fruktanlari olarak bilinen agavinlerden
fruktopolisakkaritlerin ekstraksiyonu dnem kazanmuistir [14].

Agavinler, molekiil say1sinin tatlilikla ters orantili oldugu fruktoz polimerleridir: tatlilik ne kadar diisiikse, polimerizasyon
derecesi o kadar uzun olmaktadir [15]. Bu diisiik molekiil sayisina sahip karbonhidratlarin varligi, prebiyotiklerin,
fermente iirlinlerin ve/veya suruplarin elde edilmesini saglamaktadir [16]. Fruktanlar, agave tiirlerinde suda ¢ziinen ana
karbonhidrattir; toplam ¢dziiniir karbonhidratlarin > %60'm1 temsil ederler [17]. Agave suruplari, agave fruktanlarindan
asit hidrolizi, termal hidroliz veya glikozidik enzimler tarafindan tretilebilir [18]. Muniz-Marquez ve arkadaslar1 [19],
agave 6zsuyunun 5 dakika 121°C'ye tabi tutulmasinin, elde edilen surubun sakkaroz konsantrasyonunu 1.66 g/L'den 41.39
g/L'ye 6nemli 6lgiide artirdigini bildirmistir. Agave fruktanlari, gida teknolojisi i¢in diisiik kalorili tatlandiricilar, yag
ikame maddeleri, ¢oziiniir 1if, mikrokapsiilleme tastyicilari, doku ve viskozite degistiriciler dahil olmak iizere cesitli
teknolojik 6zellikler sunmaktadir [14]. Unlu mamullerde, agave surubunun kismen veya tamamen sakkaroz ikamesi
olarak kullanimi, kurabiye [20], limonata [21], gliitensiz kekler [22] ve tahil barlarimin [23] hazirlanmasinda
kullanilmigtir. Agave surubundaki amino asitler, biyoaktif bilesikler (polifenoller, flavonoidler, tanenler ve saponinler)
[24] ve mineraller (Fe, Ca, K, Mg ve Na) [25] gibi mikro besinlerden dolay1 fonksiyonel 6zelliklere sahip bir iiriin oldugu
bildirmistir. Bunun yani sira fruktanlar, gidalardaki yag ve sekerin yerine teknolojik olarak kullanilan prebiyotik
maddelerdir. Laktik asit, biitirik asit ve propiyonik asit gibi kisa zincirli yag asitlerinin {iretimi yoluyla insan sagligini
destekleyen bagirsak mikrobiyotasi tarafindan tiiketilirler [26]. Bu ¢alismada, AS nin farkli konsantrasyonlarda (%3, %5
ve %7) ve fermantasyon siirelerinde (48. saat, 7., ve 14. giin) kombu ¢ay1 igin seker ikamesi olarak kullanilabilirliginin
yani sira iiretilen igecegin bazi fizikokimyasal, antioksidan ve mikrobiyolojik dzellikleri belirlenmistir.

2. Materyal ve Metodlar

2.1. Kombu ¢ay1 baslangic Kiiltiirii ve Agave surubu katkili fermente iceceklerinin iiretimi

Kombu ¢ay1 iiretimi igin yerel marketten temin edilen yesil ¢ay (Lipton, Tiirkiye), toz seker (Torku, Tiirkiye) ve ticari
olarak satiga sunulan “Symbiotic culture of bacteria and yeast (SCOBY)” olarak bilinen kombu ¢ay1 mantari (Shaman's
Secret sirketi, Istanbul/Tiirkiye) kullanilmistir. Agave surubu, Tiirkiye'nin istanbul-Sariyer bolgesinde bulunan “The
LifeCo well-being” adli bir sirketten satin alinmigtir. Satin alinan AS, %100 organik ve vegan, koruyucu madde
icermeyen, yapay renklendirici icermeyen, gliiten icermeyen, GDO igermeyen, tatlandirict icermeyen bir tirtindiir. 330
mL AS, 0 g yag, 71 gkarbonhidrat, 5.7 g lif, 0 g protein, 297 kcal enerji igermektedir. Baglangig kiiltiirii, bir buzdolabinda
(+4 °C) saklanmig ve asidik bir sivi igeren bir kiiltlir ortami ve sivi yiizeyinde yiizen bir SCOBY’den olusmaktadir.
Kombu ¢ay1 baglangi¢ kiiltiiriiniin aktivasyonu su sekilde gergeklestirilmistir. Kombu ¢ay1 elde etmek i¢in, steril cam
kavanozun i¢ine 1 L igme suyu (100 °C) eklenip, 70 g sakkaroz (%7) eklenerek ¢oziindiiriildii. Daha sonra 7 g yesil cay
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yapraklari eklendi ve 30 dakika demlendikten sonra ¢ay yapraklar siiziiliip oda sicakliginda sogumaya birakildi. Steril
cam kavanozlara alinan yesil ¢aylara, satin alinan SCOBY iginde bulundugu mikrobiyal koloni igeren sividan olan "
fermented broth” (%10 oraninda) ilave edildi. Hijyenik pamuklu bez ile iizeri kapatilip iklimlendirme test kabininde 25+2
°C sicaklikta 14 giin inkiibasyona birakildi [27]. 14 giinliik inkiibasyonun ardindan, hazirlanan yesil ¢ay 6rneklerinin
yiizeyinde SCOBY olusumu gozlendi. On fermantasyonun ardindan AS kombu gay1 igeceginin iiretimine baglandi. Her
ti¢ ayr1 iiretim igin kavanozlara inkiibasyon sonunda elde edilen SCOBY'nin i¢inde bulundugu kombu ¢ayia %3, %5 ve
%7 oranlarinda (v/v) ayr ayr1 AS ilave edildi. Calismada AS kombu ¢ay1 konsantrasyonlar1 %3 (AS3; Sekil 1A), %5
(AS5; Sekil 1B) ve %7 (AS7; Sekil 1C) olarak ifade edildi. Kavanozlarin tizeri hijyenik pamuklu bez ile kapatildiktan
sonra 25+2 °C sicaklikta 14 giin boyunca inkiibasyona birakildi. 14 giinliik fermantasyon periyodu boyunca 48. saat, 7.
ve 14. giinlerde 6rnekler alinarak belirtilen analizler yapildi.

Sekil 1A) AS3 kombu cay1 Sekil 1B) ASS kombu cay1 Sekil 1C) AS7 kombu ¢ay1

2.2. pH, TA ve Suda ¢oziiniir kuru madde analizleri

pH degerleri bir Mettler Toledo pH &lger (Model: Seven Easy GMBH 8603, isvigre) kullanilarak &lgiilmiistiir.
Numunelerin titre edilebilir asitligi (TA), pH 8.1'e ulasana kadar ayarlanmis 0.1 N NaOH c¢ozeltisi ile titre edilerek
belirlenmistir. Orneklerin TA’lar1 asetik asit cinsinden hesaplandi ve sonuglar "g asetik asit/100 mL kombu ¢ay1" olarak
ifade edildi. Suda ¢6ziiniir kuru madde (SCKM) degerleri bir refraktometre (Atago, PAL-3, Japonya) ile 6l¢iilmiistiir [28].

2.3. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiirme aktivitesi

Numunelerin serbest radikalleri temizleme yetenegi, Brand-Williams ve arkadaslari [29] tarafindan bildirilen DPPH
tekniginin degistirilmis bir versiyonu kullanilarak degerlendirildi. 1:20 oraninda seyreltilmis numunenin 20 pL'si (0.5
ma/mL), 96 oyuklu bir mikroplakadaki (Micro Well, Thermo Fisher Scientific, Fransa) 180 puL 0.2 mM metanolik DPPH
¢ozeltisine ilave edildi ve karigim beklemeye birakildi. Thermo Fisher Scientific'in Multiskan Go, F1-01620 mikroplaka
okuyucusu, en fazla DPPH'nin emildigi dalga boyu olan 517 nm'de absorbansi 6lgmek i¢in kullanildi. Oda sicakliginda
(15-20°C) 25 dakikalik inkiibasyonun ardindan spektrofotometre ile okuma yapildi. DPPH inhibisyonu su sekilde
hesaplandi: Denklem 1: % inhibisyon=100 x (kor numune - &rnek)/kdr numune

2.4. Metal selatlama aktivitesi

Metal selatlama aktivitesi (MSA) Decker ve Welch’in belirledigi yonteme gore gergeklestirildi [30]. Stok soliisyon 800
uL 6rnek +100 uL soliisyon (2 mM FeCly) olarak hazirlandi. Reaksiyonu baslatmak i¢in 400 uL (5 mM) ferrozin ilave
edildi ve oda sicakliginda 10 dakika siireyle inkiibe edildi. Absorbans degerleri 562 nm'de spektrofotometrik olarak
Ol¢iildii. Hesaplamalar asagidaki formiile gore hesaplanmistir. % Selatlama={[A-(B-C)/A]*100}

A= Negatif kontrolden okunan absorbans degeri
B= Ornekten okunan absorbans degeri
C= Pozitif kontrolden okunan absorbans degeri
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2.5. Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde (TFM), Singleton ve Rossi'ye [31] gore Folin-Ciocalteau reaktif yontemi kullanilarak belirlendi.
Alinan 0.2 mL 6rnek tizerine %7 Na;CO3; ve 10 mL %10°luk Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi ilave edilmis ve karisim karanlikta
25°C'de 2 saat siireyle inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra UV-Vis spektrofotometre kullanilarak 760 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri ti¢ tekrar olarak olgiildii. Standart olarak gallik asit kullanild1 ve sonuglar mg GAE/L
cinsinden ifade edildi.

2.6. Mikrobiyolojik analizler

Kombu ¢ay1 6rneklerinde asetik asit bakterleri (AAB) ve laktik asit bakterileri (LAB)'nin mikrobiyal sayilari belirlendi.
Seri seyreltmeler hazirlanmadan 6nce, analiz edilen numunelerin bir mililitresine dokuz mililitre steril fizyolojik salin
cozeltisi (%0.85 NaCl) ilave edildi. LAB sayisini tespit etmek igin dokme plaka yontemi kullanildi. Hazirlanan uygun
diliisyonlardan (103-107) 100 pL alinarak petri kaplarina ilave edildi ve iizerine Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar
dokiildi, 37°C'de 48 saat inkiibe edildi. AAB'yi saymak i¢in yayilmis plaka yontemi kullanildi. Glucose yeast extract
(GYC) agar, 50 g/L glikoz, 10 g/L maya ekstrakti, 30 g/ CaCOs, 15 g/L agar ve 50 mg/L natamisin ile karigtirildi.
Numunelerin uygun diliisyonlar plakalara yerlestirildi ve bunlar daha sonra 28 °C'de 72 saat siireyle inkiibe edildi. Maya
sayimlarinda Yeast Extract Glucose ChlorampHenicol (YGC) agar ve yayma plak yontemi kullanildi. Asilanan petri
kaplar1 25°C'de 5 giin siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 30-300 koloni igeren petri kaplarindaki tipik koloniler
sayilarak hesaplama yapildi. Mikrobiyal popiilasyonlar log kob/mL olarak ifade edildi [32,33].

2.7. istatistiksel analizler

Veriler Minitab 21.3 kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Ttim veriler ti¢ ¢alismanin (n > 3) ortalamalar1 (SEM)
kullanilarak sunulmustur. Arastirma her ornek igin ii¢ tekrarlama igermektedir. Verilerin ortalama varyasyonunu
belirlemek i¢in ANOVA ve Tukey'in ¢cok degiskenli varyans analizi kullanild:. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p <0.05
olarak belirlendi.

3. Sonuglar ve Tartisma

3.1. pH, TAve SCKM analizleri

AS3, AS5 ve AS7 fermente iceceklerinin 25°C'de, fermantasyonun 48. saat, 7. ve 14. giinlerindeki pH degerleri Tablo
1'de gosterilmistir. Yapilan arastirma sonuglarina gore, yesil ¢ay ile hazirlanan kombu ¢ayinin baslangi¢c pH'1t yaklasik
3.45 olup, 14 giinliik fermantasyon siirecinin sonunda bu degerlerin yaklasik 3.0 oldugu bildirilmistir [27]. AS'nin tiirline,
seker igerigine ve miktarina bagli olarak pH degisim aralig1 3.6 ile 5.8 arasinda belirlenmistir [34]. Mevcut ¢aligmada,
AS3, AS5 ve AS7 igeceklerinin 48. saatteki pH diizeyleri sirastyla 4.54, 4.27 ve 3.78 olarak 6l¢iilmiistiir. Fermantasyon
stiresindeki artisa bagli olarak tiim infiizyon gruplarinda pH degerlerinde azalma gozlemlenmistir (p<0.05). Fermantasyon
sirasinda kombu cay1 6rneklerinde pH seviyesinin diigmesinin temel nedeninin organik asit icerigindeki artistan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Gidalarda bazi mikroorganizma tiirlerinin gelismesine katkida bulunabilecek veya
gelisimini 6nleyebilecek faktorlerden biri ortamdaki H* konsantrasyonudur. Asetik asit bakterileri, ortamin 3.6 ile 6.3
arasindaki pH degerlerini tolere eder ve pH'nin 5.4'ten az olmamasi, biiylimelerini kolaylastirir. Mayalar i¢in optimum
pH, tiire ve tiire bagh olarak 4.5 ile 6.5 arasindadir [35]. Ek olarak, pH'in 4.5'ten diisik olmasi, gida kaynakli
hastaliklardan sorumlu olan temel mikroorganizmalarin ¢gogalmasini énlemektedir [36]. AS7 kombu ¢ay1’nin pH degeri,
fermantasyonun 7. ve 14. giinlerinde sirasiyla 3.13+0.13 ve 2.91+0.15 olarak 6l¢lilmiistiir. Bu sonuglar, A$7'nin diger
gruplara gore ortamdaki organik asit liretiminde daha fazla artis oldugunu ve fermantasyonun 7. ve 14. giinlerinde pH'nin
daha hizli azaldigin1 gostermektedir. AS3 ve ASS gruplarindaki pH degisimlerinin sebebi, fermantasyon ortamindaki sivi
konsantrasyonuna bagli olarak mikrobiyal faaliyetler sonucu iiretilen bazi1 molekiillerin tamponlayici etki gostermesi
olabilir. Jakubczyk ve arkadaslari [37], beyaz, yesil, siyah ve kirmizi gaylarla hazirlanan kombu ¢aylarinin baslangi¢
pH'nin 5.34 ile 6.53 arasinda oldugunu rapor etmislerdir. Fermantasyonun 14. giiniinde ise bu degerlerin 2.31 ile 2.53
arasina diistiigii belirtilmistir. Bu ¢alismada, 14. giin pH degerleri igilebilir asitlik araliginda, 2.91 ile 3.06 diizeyinde
belirlenmigtir. Cok diisiik pH'ta tiiketilen i¢eceklerin sindirim sistemi tizerinde olumsuz etkilere neden olabilecegi
unutulmamahdir. Bu nedenle, kombu ¢aymnin fermantasyon siiresi kadar elde edilen icecegin tiiketim miktar1 da
onemlidir. Mevcut bulgular, kombu ¢ayindaki mikroorganizmalarin AS’a adapte olabilecegini ve bu ortamda canli
kalabilecegini gostermektedir. Sievers ve arkadaslarinin [38], Yavari ve arkadaslarinin [39], Giilhan'm [27], Ayed ve
Hamdi'nin [40] arastirma sonuglari kombu ¢ayidaki mikroorganizmalarin ¢esitli substratlarda aktivite gosterebildigini
ortaya koymustur. TA'nin igecegin tadi ve aromast tizerinde daha 6nemli bir etkisi vardir. Bununla birlikte, asitlestirme
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bilesiklerinin karisimi genellikle karmasiktir ve zaman igindeki gelisimi, biiyiik miktarlarda birden fazla asit icermesine
baglidir. Tiim gruplardaki ¢ay inflizyonlarinin TA'st 0.27 £+ 0.07 ila 0.82 £ 0.45 g/100 mL arasinda degismistir.
Fermantasyonun 14. giiniinde tiim i¢eceklerin TA'sinda zamana bagli bir artis meydana gelmistir (Tablo 1). Fermantasyon
sonunda, AS7 igeceginde en yiiksek TA degerleri sirasiyla 7. ve 14. giinlerde belirlenmistir (Tablo 1). En diisiik TA
seviyeleri AS3 ve AS5'in 48. saat 6rneklerindeydi (Tablo 1). Cesitli substratlarda iiretilen kombu ¢aylarinin duyusal analiz
verileri, asidite parametresinin farkli puanlar aldigin1 géstermis ve ortaya ¢ikan tat olusumunun tiiketici tercihine bagh
olarak degistigi ortaya konmustur [41,42]. TA'min 0.25 g/100 mL ve daha diisiik seviyelere ulastiginda kombu cay1
igcmenin zorlagtig1 bilinmektedir [43]. Velicanski ve arkadaglar1 [6], Melissa officinalis ile hazirlanan geleneksel kombu
caymin pH ve TA diizeylerindeki degisiklikleri, SCOBY gelisimi icin yeterli nitrojen saglayan bitki olarak ifade
etmislerdir. Bazi c¢alismalarda pH ve TA'daki uyumsuzluklar fermantasyon ortaminin tampon Kkapasitesi ile
aciklanmaktadir; yani fermantasyon sirasinda agiga cikan karbondioksit, su ¢o6zeltisini parcalayarak amfiprotik
hidrokarbonat anyonu (HCOj3") iiretmektedir. Bu anyonlarin fermantasyon ortamindaki organik asitlerden kaynaklanan
hidrojen iyonlar ile reaksiyona girebilecegi ve pH degisimlerini 6nleyerek sistemin tamponlama kapasitesine katkida
bulunabilecegi diisiiniilmektedir. pH ve TA parametrelerindeki bu tiir egilimler, kombu ¢ay1 fermantasyonunda tipiktir
ve bazi yazarlar tarafindan gozlemlenmistir [44,45]. Fermantasyon boyunca TA'da bir artig gdzlemlenmesine ragmen,
bazi yazarlar uzun siireli fermantasyon sirasinda (60 giin) asetik asit konsantrasyonunda sinirli bir artis oldugunu
bildirmistir [46]. Bu bilgiler 1s181nda, bazi calismalarda kombu ¢ay1 fermantasyonunun sonlanma siirecini belirleyen kritik
parametre olarak pH yerine TA kullanilmistir. Tiim kombu cay1 icecekleri degerlendirildiginde SCKM'nin 7.27+0.09 ile
7.81+0.28 °Bx arasinda degistigi belirlendi (Tablo 1). Tiim igecekler i¢in en diisik SCKM degerleri 14. giindeydi (Tablo
1). En yiiksek SCKM ise AS7 igeceginin 48. saatinde tespit edildi. Mayalar, kombu ¢ay1 ortaminda glikozu ve fruktozu
etanole donistiiriir. Asetik asit bakterileri ise ortamdaki etanolii glukonik asit tiretmek i¢in kullanir [40,47]. Mayalar ve
bakteriler, fermantasyon sirasinda sakkarozu metabolize ettiginden bir siire sonra inflizyon gruplarimin SCKM
seviyelerinde azalmalar meydana gelmistir (Tablo 1). Bu arastirmanin sonuglartyla paralel olarak, Tamer ve arkadaslari
[48], sekerli siyah ve yesil ¢ay inflizyonu ile hazirlanan kombu g¢aymin yam sira bazi sifali bitki infiizyonlariyla,
fermantasyon sonrast mikroorganizma faaliyetleri nedeniyle seker miktarinin azaldigini, buna bagh olarak SCKM
seviyelerinde azalma oldugunu belirtmislerdir.

Tablo 1. Farkli konsantrasyonlarda agave suruplariyla hazirlanan kombu ¢ayinda farkli fermantasyon siirelerindeki
fizikokimyasal degisiklikler

Kombu ¢ay1 Fermantasyon

Konsantra)s’yonlarl Siiresi ’ pH TA (g/'100mL) SCKM (°Bx)
48. saat 4.54+0.19Aa 0.27+£0.07Ec 7.65+0.25Ba

AS3 7. giin 3.97+0.14Bb 0.35+0.14Db 7.56+0.21Bb
14. giin 3.06+0.15Dc¢ 0.76+0.34Ba 7.48+0.15Cc
48. saat 4.27+0.08Aa 0.25+0.06Ec 7.60+0.16Ba

ASS 7. glin 3.56+0.14Cb 0.49+0.19Db 7.37+0.11Db
14. giin 3.094+0.17Dc¢ 0.64+0.26Ca 7.27+0.09Ec
48. saat 3.78+0.10Ca 0.44+0.17Dc 7.81+0.28Aa

AS7 7. glin 3.13+0.13Db 0.54+0.21Db 7.594+0.14Bb
14. giin 2.91+0.15Ec 0.82+0.45Aa 7.42+0.13Cc

Ayni siitunda her grubun kendi igerisinde (a, b ve ¢) ve gruplar arasindaki (A,B,C,D ve E) farkli harflerle ifade dilen
degerler anlamli derecede farklidir (p<0.05) (n=3£SD).

3.2. Antioksidan parametreler

Kombu ¢ay1 fermantasyonunun antioksidan aktivite {izerindeki etkisi, sadece ¢ay mantarinin kimyasal ve mikrobiyolojik
bilesimine degil, ayn1 zamanda eklenen substratin veya seker kaynaginin biyokimyasal bilesimine de bagli olarak
degiskenlik gosterebilmektedir [25, 49]. Tablo 2'de gosterildigi gibi, tim AS iceceklerinde en diisiik DPPH aktiviteleri
48. saatte, en yiiksek aktiviteler ise 14. giinde tespit edilmistir (p<0.05). AS kombu ¢ay1 igcecekleri arasinda en yiiksek
DPPH aktivitesi AS7'de 14. giinde %71+1.02, en diisik DPPH aktivitesi ise AS3'te 48. saatte %29+0.54 olarak
hesapland1. Icecekler karsilastirildiginda, AS ilavesinin kombu ¢ay1 iceceginin antioksidan aktivitesine %29-%71
oranlarinda radikal siipiirme kapasitesi sagladig1 goriilmektedir. Tek bagina ASmin DPPH radikal siipiirme aktivitesi
~%10 inhibisyon olarak belirlenmistir [49]. Dolayisiyla, AS'den kombu ¢ay1 hazirlanmasi DPPH radikal siipiirme
aktivitesini arttirmigtir. Arastirmada analiz edilen bir diger antioksidan kapasite belirleme yontemi olarak MSA
belirlenmistir. Bu yontem, serbest agir metallerin yikici etkilerini engellemek amaciyla ortamdaki antioksidan
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molekiillerin bu metal iyonlarini inhibe etme kapasitesi esasina dayanmaktadir. En yiiksek MS A aktivitesi AS7 iceceginde
fermantasonun 14. giiniinde %71.5 oraninda belirlenmistir. Diger konsantrasyon gruplarindan AS3 ve ASS kombu ¢ay1
iceceklerinin demir iyonlarini baglama yetenegi AS7 kombu ¢ayma gore daha diisiiktii. Bu sonug, hem yesil caydaki
polimerik katesinlerin hem de agave surubundaki diger antioksidatif bilesiklerin fermantasyon islemi sirasinda
depolimerizasyona ugramis olabilecegini ve bunun sonucunda daha yiiksek antioksidan potansiyeli uygulayan daha kiigiik
molekiillerin salinmasimnin gostergesi olabilir. Gidalardaki fenolik bilesiklerin gesitliligi ve miktar1 antioksidan aktiviteye
onemli o6lglide katkida bulunmaktadir. AS’nin baskin fenolikleri ellagik asit ve katesinler olarak belirlenmistir. AS’ nin
toplam fenolik bilesiklerin konsantrasyonu ~323 pg/g numune olarak 6l¢iilmiistiir [49]. Bunu yani sira saponinler ve
tanenlerde AS’nin antioksidan kapasitesine katkida bulunmaktadir [25]. Mevcut ¢aligmanin istatistikleri, TFM'nin en
disilk AS3 igeceginde 48. saatte (238+0.22 mg GAE/L) ve 7. (245+0.34 mg GAE/L) giinlerinde oldugunu ortaya
koymustur. En yliksek TFM'nin A$7'nin 7. ve 14. giinlerinde sirasiyla 412+0.81 mg GAE/L ve 438+0.89 mg GAE/L
seviyelerinde oldugu belirlenmistir. Gidalardaki primer fenolik bilesikler genellikle toplam fenolik igerik ile yiiksek bir
korelasyon gostermektedir. Bunun yani sira, bu bilesikler siklikla antioksidan aktivite ile pozitif bir iligkiye sahiptir [50].
Genel olarak, fermente iceceklerin indirgeme giicli kapasiteleri, fermantasyon siiresine bagli olarak degisme
egilimindedir. Mevcut arastirma bulgularina paralel olarak, Chakravorty ve arkadaslart [51], kombu ¢aymin DPPH
temizleme oraninin 3 haftalik bir fermantasyon siiresi boyunca kademeli olarak %3.7'den %44'e yiikseldigini
bulmuslardir. Ancak Amarasinghe ve arkadaglar1 [43], fermantasyon siirelerinin uzamasiyla (8 hafta) kombu ¢ayinin
antioksidan aktivitesinde 6nemli bir azalma oldugunu ortaya koymustur. Jayabalan ve arkadagslari [52], antioksidan
aktivitenin yiiksek oranda fermantasyon kosullarina ve analiz edilen substratlara veya iiriinlere bagli oldugunu
bildirmistir. Bu nedenle tiim antioksidan aktivite analiz yontemleri benzer sonuglar vermeyebilir. Bagka bir ¢alismada,
Gaggia ve arkadaslar1 [53], DPPH testi ile 7 giinlilk fermantasyondan sonra alinan numunelerde yesil cay, siyah cay ve
rooibos yapraklariyla hazirlanan kombu ¢ayinin antioksidan aktivitelerini sirasiyla 1.30, 0.87 ve 0.45 mmol TE/g kuru
agirlik olarak belirlediler. Ayed ve Hamdi [40], kaktiis armut suyuyla hazirlanan kombu ¢ayinin toplam fenolik iceriginin
6 giinliik fermantasyondan sonra %23 arttigim bildirmislerdir. Aym aragtirmacilar, trettikleri kombu cay1 igeceginin
antioksidan aktivitesinin DPPH ve ABTS tarafindan sirasiyla %81 ve %65 oraninda arttigini bildirdiler. Fermantasyon
sirasinda, kombu ¢ay1 konsorsiyumundaki asetik asit bakterileri ve mayalar gibi ¢esitli mikroorganizmalar, salinan
enzimleri ve polifenolik bilesikleri yiiksek antioksidan aktiviteye sahip daha kii¢iik molekiillere parcalayabilir. Bu alanda
arastirma yapan bir¢ok arastirmacinin da acikladigi gibi fermantasyon karmasik bilesiklerin daha basit formlara
doniistiirilmesine 6nemli 6l¢iide katkida bulunmaktadir [54-56].

Tablo 2. Farkli konsantrasyonlarda agave suruplariyla hazirlanan kombu ¢ayinda farkli fermantasyon siirelerindeki TFM,
DPPH ve MSA degisimleri

Kombu ¢ay1 Fermantasyon TFM DPPH MSA
Konsantrasyonlari Siiresi (mg GAE/L) (% inhibisyon) (% inhibisyon)
48. saat 238+0.22Ec 29+0.54¢ 43.2+0.09Db
AS3 7. glin 245+0.34Eb 33+0.59Eb 45.5+0.15Db
14. giin 308+0.56Da 42+0.74Da 52.740.34Ca
48. saat 298+0.49Dc 37+0.67Ec 50.3+0.21Cc
AS5 7. giin 367+0.62Chb 46+0.76Db 56.1+0.39Bb
14. giin 398+0.72Ba 56+0.84Ca 65.4+0.57Aa
48. saat 378+0.66Cd 51+0.79Cc 60.2+0.49Bc¢
AS7 7. giin 412+0.81Ab 64+0.92Bb 67.8+0.63Ab
14. giin 438+0.89Aa 71+£1.02Aa 71.5+0.85Aa

Aymni siitunda her grubun kendi igerisinde (a, b ve ¢) ve gruplar arasindaki (A,B,C,D ve E) farkli harflerle ifade dilen
degerler anlamli derecede farklidir (p<0.05) (n=3£SD).

3.3. Mikrobiyolojik analizler

AS'nin {iretim verimini ve kalitesini artirmak i¢in yeni yontemler gelistirilmistir. Vicente-Magueyal ve arkadaslari [57],
agave 6zsuyunun dogal mikroorganizmalarini (Kluyveromyces marxianus ve Saccharomyces paradoxus) kullanarak
agave suyu fruktanlarinin yonlendirilmis enzimatik hidrolizi yoluyla agave oOzsuyu elde etmek icin bir siire¢
olusturmuglardir. Bu yeni enzimatik yontem, nihai {irliniin kalitesinden 6diin vermeden AS iiretim siirecinin standardize
edilmesine ve veriminin artmasina katkida bulunmaktadir. Bu aragtirma verileri, AS'in farkli mikrobiyolojik
konsorsiyumlara uyum saglayabilme kabiliyetini gostermistir. Kaewkod ve arkadaslar1 [58], yesil ve siyah gay
kullanilarak iretilen kombu caylarda maksimum AAB sayisina (7.80 log kob/mL) fermantasyonun 12. giiniinde
ulasildigini bildirmistir. Bu ¢alismada, AS7 kombu cay1 6rmeklerinin bu mikrobiyal biiylimeye fermantasyonun 14.
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glinlinde ulastig1 (7.56 log kob/mL) g6zlendi (Tablo 3). Bu sonug, AS7'nin mikrobiyal flora igin AS3 ve AS5'ten daha iyi
bir seker kaynagi konsantrasyonuna sahip oldugunu gosterdi. Tiim AS kombu ¢ay1 igeceklerinde asetik asit bakterileri
(AAB), fermantasyon siirecinde laktik asit bakterilerinden (LAB) sayisal olarak iistiindii (Tablo 3). De Filippis ve
arkadaglar1 [59], kombu c¢ay1 kiiltirinde AAB ve mayalarin baskin mikroorganizmalar oldugunu belirtmistir. Bu
mikroorganizmalar, sakkarozu fruktoza ve glikoza doniistiiren mayalarda aktiftir ve bunlar daha sonra AAB tarafindan
asetik asitlere ve diger organik asitlere doniistiiriiliir. Bu sonuglar, AS7 kombu ¢ayimin diger icecek konsantrasyonlarina
gore daha yiiksek organik asit igerigine sahip olabilecegini gostermistir. Mikrobiyal sayilardaki degisimin bir diger
gostergesi de TA verileridir. Tablo 1°’de AS7’nin 7. ve 14. glinlerdeki yiiksek TA seviyelerini gostermektedir. AAB ve
LAB, ortamdaki asitligin artmasina katkida bulunan ana faktdrlerdi ve TA, fermantasyonun 7. giiniinden sonra hizla artt
(Tablo 1). Ayed ve arkadaslar1 [60] ve Goh ve arkadaslar1 [61], ideal substratlarda (siyah ¢ay ve tiziim suyu) bakteri ve
mayanin yasayabilmesi igin optimum araligin 5.0-7.0 log kob/mL olmas1 gerektigini ve bu kosullarin yaklagik 10 giinliik
fermantasyon sonrasinda gerceklesebilecegini belirtmislerdir. Aragtirma bulgulari, bu yazarlarin ¢alisma verilerini
dogrulamaktadir. Fermantasyonun ilk asamalarinda (48. saat ve 7. giin) mevcut ¢evre kosullarinin mikroorganizmalarin
biliylimesine ve gelismesine elverisli olmadig1 ve canli mikrobiyal sayilarinin diisiik oldugu kaydedilmistir. Bu sonuglar,
kombu cay1 ortamina farkli substratlarin eklenmesinin, fermantasyon islemi sirasinda mikrobiyal kompozisyon iizerinde
onemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Mevcut calismanin bulgulariyla tutarli olarak, Meng ve arkadaslar [62],
kombu ¢ay1 fermantasyonunun ilk giiniinde maya, LAB ve AAB mikrobiyal koloni sayilarmin arttigini, 3. giinde ise bu
mikrobiyal koloni sayilarinda azalma meydana geldigini gézlemlemistir. Daha sonra 7. giinde maya ve LAB mikrobiyal
koloni sayisinda azalma, aksine AAB mikrobiyal koloni sayisinda artig tespit ettiler. Cvetkovic ve arkadaglar [63],
LAB'nin kombu caylarindaki canliligin test etmis ve fermantasyonun 24. saatinde 3.93 ile 5.36 log kob/mL arasinda
degisen degerler bulmuslardir. Bu disiik degerler LAB'!n fermantasyon siirecinin baslarinda ortama iyi uyum
saglayamadigini gostermektedir. Maya sayimi1 sonuglarina gore en yiiksek degerlere AS7'de 7. ve 14. gilinlerde sirastyla
7.09 log kob/mL ve 7.14 log kob/mL ulagild1 (Tablo 3). Bu sonuglarin olasi nedeni, fermantasyon siirecinin baglarinda
besin sinirlamalari ve pH diisiisleri nedeniyle canlihiin azalmasiyla iliskilendirilebilir.

Tablo 3. Farkli konsantrasyonlarda agave suruplariyla hazirlanan kombu g¢ayimin farkli fermantasyon siirelerinde
mikroorganizma sayilarindaki degisimler

Kombu cay1 Fermantasyon AAB LAB MAYA
Konsantrasyonlari Siiresi (log kob/mL) (log kob/mL) (log kob/mL)
48. saat 5.64+0.27Db 4.78+0.18Eb 5.68+0.12Eb
AS3 7. glin 5.78+0.32Db 4.99+0.23Eb 5.84+0.15Eb
14. giin 6.29+0.45Ca 5.67+0.51Ca 6.42+0.34Ca
48. saat 5.98+0.38Dc¢ 5.12+0.37Dc 6.05+0.24Db
ASS 7. giin 6.31+0.48Cb 5.94+0.65Ba 6.32+0.31Ca
14. giin 7.09+£0.67Ba 5.59+0.46Cb 6.39+0.32Ca
48. saat 6.55+0.54Cb 5.84+0.60Bb 6.66+0.38Bb
AST 7. glin 7.23+0.78Aa 6.49+0.82Aa 7.09+0.54Aa
14. giin 7.56+0.83Aa 6.25+0.72Aa 7.14+£0.56Aa

Ayni siitunda her grubun kendi igerisinde (a, b ve ¢) ve gruplar arasindaki (A,B,C,D ve E) farkli harflerle ifade dilen
degerler anlamli derecede farklidir (p<0.05) (n=3£SD).

4. Sonuc¢

Son yillarda, dogal kaynaklardan elde edilen tatlandiricilar, onlar1 karakterize etmeyi ve biyolojik ve teknolojik
islevselliklerinin yani sira insan sagligi tizerindeki etkilerini belirlemeyi amaglayan ¢alismalarin odak noktasi olmustur.
Agave 0zli konsantresi veya agave nektar1 konsantresi olarak da bilinen AS, dogal kaynagi, varsayilan nutrasotik
Ozellikleri ve diisiik glisemik indeksi nedeniyle saglikli, organik ve fonksiyonel gidalar pazarinda popiilerlik kazanmistir.
Gida endiistrisinde, teknolojik ozelliklerinden dolay1 firincilik, sekerleme ve fonksiyonel igecek endiistrilerinde
kullanilmaktadir. Su anda, gida endiistrisi, tiiketici refahina katkida bulunan {iriinler sunmak i¢in yiyecek ve igeceklerin
yeniden formiile edilmesine biiyiik ilgi gostermistir. Ancak AS'nin teknolojik ve fonksiyonel 6zelliklerine odaklanan
calismalar azdir. Bu c¢alisma ile AS'min farkli konsantrasyonlari ile hazirlanan kombu ¢ayi igeceklerinin bazi
fizikokimyasal, biyoaktif ve mikrobiyolojik 6zelliklerine iligkin kanitlar sunarak bilimsel katki saglanmasi amaglanmustir.
Sonuglar, agave surubunun kombu ¢ay1 fermantasyonunda kullanilabilmesi i¢in iyi bir substrat kaynagi olabilecegini ve
agaveden gelen polifenollerin antioksidan kapasiteye katkida bulunabilecegini gostermistir. Ozellikle, AS7’nin 7 ve 14
giinliik fermantasyon siirelerinde belirlenen en yiiksek fonksiyonel 6zelliklerden dolay1 bu siireler arasinda tiiketilmesi
tavsiye edilebilir. AS'nin teknolojik profiline ve piyasadaki diger tatlandiricilara kiyasla tiiketiciler iizerindeki etkilerine
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iligkin bilgiyi artirmak igin iirlin gelistirme ve yenilik alanlarinda bilimsel ve gida endiistrisi profesyonelleri arasinda daha
cok isbirligine ihtiyag¢ vardir.
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