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ABSTRACT

Boza is a fermented beverage containing beneficial microorganisms for human health. In our study, microbiota
present in raw materials used boza production (corn flour, wheat flour, and mayse), 1st day, 3rd day of boza
fermentation and 4th day final product of boza, has been identified by Next Generation DNA Sequencing and
metagenomic analysis. As a result of genus-level analysis directly from corn flour and wheat flour samples
contained dominantly Streptophyta and Pleomorphobacterium, while in the 1st day, 3rd day, the final product of boza
and boza ferment the dominant bacteria were Leuconostoc and Lactococcus at genus level. In the analysis of the pre-
enriched samples, the dominant bacteria in corn flour were Enferococcus, Klebsiella, and Micromonospora and in wheat
flour were Pantoea and Bacillus. Boza ferment, boza on the 1st day, boza on the 3rd day and the final product of
boza dominantly contained Lactococcus. The bacterial diversity, similarity and differences among samples were
analyzed by Principal Coordinate Analysis and dendrogram construction. The contribution of raw materials used
in the production of boza change to the products at the fermentation stage and to the microbiota during the
fermentation process and their contribution to the final product were determined by metagenomic analysis at
DNA level.
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Boza Mikrobiyotasinin Fermantasyon Siirecindeki Degisimi
oz

Boza, insan sagligi icin yararli mikroorganizmalart iceren fermente bir icecektir. Calismamizda boza tretiminde
ham madde olarak kullanilan (misir unu, bugday unu, mayse) ve boza fermantasyonunun 1. giini, 3. glint ve 4.
glin son triin boza’nin icerdigi mikrobiyota Yeni Nesil DNA Dizileme yontemi ve metagenomik analiz ile ortaya
cikarlmistir. Orneklerden dogrudan cins diizeyinde yapilan analiz sonucunda, misir unu ve bugday ununda
dominant olarak Streptophyta ve Pleomorphobacterinm bulunurken; bozanin 1. giin, 3. giin ve son irin ile boza
mayasinda dominant bakterilerin Leuconostoc ve Lactococcus cinsine ait oldugu tespit edilmistir. On zenginlestirme
yapilan 6rneklerin analizinde, misir ununda dominant bakteriler Enferococcus, Klebsiella ve Micromonospora, bugday
ununda ise Pantoea ve Bacillus oldugu, boza mayasi, 1. giin boza, 3. giin boza ve satisa sunulan son uriinde
dominant bakteri Lactococcus olarak belirlenmistir. Calismamizda 6rnekler arasindaki bakteriyel cesitlilik, benzerlik
ve farkliliklar Principal Coordinate Analiz ve dendrogram olusturulmast ile ortaya konmugtur. Boza tretiminde
kullanilan ham maddelerin bozanin fermantasyon asamalarindaki Urlnler ile fermantasyon siirecinde
mikrobiyotasina nasil degistigi ve son Urline olan katkilari, DNA diizeyinde yapilan metagenomik analizler ile
belitlenmistit.
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GIRIS

Probiyotik gidalarin tiketimi insan saghgi, gelisimi ve
bagirsak mikrobiyotasinin  diizenlenmesi i¢in  son
derece 6nemlidir. Bagirsak mikrobiyotasinin insan
beyin gelisimi ve psikolojik durumunda 6nemli bir rol
ustlendigi yapilan bir¢ok calisma ile ortaya konmustur
(Smith 2015, Settanni ve ark. 2021, Spichak ve ark.
2021, Troyer ve ark. 2021). Insan bagirsak
mikrobiyotasinin obezite ile de dogrudan iligkili
oldugu, son yillarda yapilan c¢alismalarla ortaya
konmustur (Bliss ve Whiteside 2018, Rovella ve ark.
2021, Wilkins ve Reimer 2021). Prebiyotik gidalar
bagirsak mikrobiyotasint olusturan
mikroorganizmalarin Gzellikle de bakterilerin baslica
enetji ve beslenme kaynaklaridir. Prebiyotik gidalarin
tanimt glncellenmistir. Bu baglamda bir gidanin
prebiyotik tanimina uyabilmesi icin saglk tzerine
olumlu  katkilart  bulunan  mikroorganizmalar
tarafindan segici substrat olarak kullanilmas gerektigi
belirtilmistir (Gibson ve ark. 2017).

Fermantasyon, kullandan en eski ve etkili gida
muhafaza yoéntemlerinden biridir. Fermente gidalarin
da tanumi yakin zamanda tekrar glincellenmis olup,
istenilen mikrobiyal ¢ogalma ve gida bilesenlerinin
enzimatik doéntstimlerini iceren gida veya igecek
olarak  belirtilmistir ~ (Marco ve ark. 2021).
Fermantasyon sonucunda gida ortaminda asitligin
artmast, pH1in  dismesi ve  antimikrobiyal
metabolitlerin  olusmasi  bu yoéntemin temelini
olusturmaktadir (Palamutoglu ve Bas 2020). Laktik
asit bakterileri (LAB), mayalar ve asetik asetik
bakterileri fermente gidalarin uretilmesinde yaygin
olarak kullanilan mikroorganizmalardir (De Vuyst ve
Leroy 2020). Fermente probiyotik gidalar, canl
mikroorganizmalar icermesi nedeniyle saglik tizerinde
yaratlt etkileri vardir. Bu olumlu etkiler 6zellikle
icerdikleri canlt mikroorganizmalar, LAB ve bunlarin
bagirsak mikrobiyotast tizerine olumlu etkileri, besin
sindirimine katkilari ve trettigi biyoaktif maddelerden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle boza da bu siufta
degerlendirilmektedir (Marco ve ark. 2021).

Boza, alkolstiz, viskozitesi yiksek ve hafif asitli
fermente bir icecektir. Bozanin ilk ¢tkisin 9000 yil
6nce Mezopotamya’ya dayandiran kaynaklar yaninda,
Orta Aysa’da Turklerin gogleri ile diinyada farkl
bélgelere yayildigt ve bu bélgelerde farklt isimler aldigt
bilinmektedir. Balkan tlkelerinden  (Bulgaristan,
Arnavutluk) Turkmenistan ve Kirgizistan’a kadar
farklt cografyalarda farkli malzemelerle tiretilen boza,
her bolgede  geleneksel  bir icecek  olarak
tiketilmektedir (Cakir 2019). Genel olarak boza, LAB
ve mayalarin tahil (dari, misir, bugday veya piring unu)
triinlerini fermente etmesiyle elde edilen geleneksel
bir fermente icecek olarak tanimlanmaktadir (Arici ve
Daglioglu 2002). Boza fermantasyonunda homo ve
hetero-fermantatif LAB ve mayalarin gorev alarak
heterojen ~ boza  mikrobiyotasint  olusturdugu
bilinmektedir (Gotcheva ve ark. 2000, Altay ve ark.
2013).  Boza  mikrobiyotasindaki  degiskenlik

uretiminde kullanilan ham maddelerin farkli olmasi,
tretim tekniklerindeki ve depolama kosullarindaki
farkliliklardan kaynaklanmaktadir (Gotcheva ve atk.
2001, Botes ve ark. 2007).

Boza fermantasyonu boyunca LAB, organik asit,
ekzopolisakkarit, antimikrobiyal maddeler ve fitaz gibi
yararll metabolitleri Urettigi ortaya ctkarilmistir
(Dogan ve Tekiner 2020). Ayrica boza da bulunan
Lactobacillus pentosus (Todorov ve Dicks 2007), Lb.
paracasei, Lb. plantarum, Lb. rhammosus (Altay ve ark.
2013) ve Lb. brevis (Dogan ve Ozpinar 2017)
probiyotik  6zellik gosterdigi ve Lb.  pentosusun
bakteriyosin ireticisi oldugu da tespit edilmistir
(Todorov ve Dicks 2007). Diger bir calismada,
bozadan izole edilen Enterococcus faecium ST10Bz
susunun Listeria monocytogenes'e karsi etkili bakteriyosin
drettigi  bulunmustur (Valledor ve ark. 2020).
Cholakov ve ark. (2017) bozadan izole ettikleri
Lenconostoc  lactis  BT17  susunun  Escherichia  coli,
Salmonella  spp. ve  Klebsiella  pnenmonia  \zerine
antimikrobiyal 6zellik gosterdigini belirlemislerdir.
Kiltire dayali yontemlerde boza igerigindeki
mikrobiyotanin  belirlenmesinde segici ayurt  edici
besiyerleri kullanilarak sadece hedef
mikroorganizmalar  tespit  edilebilmektedir.  Bu
calismada ise, DNA tabanli Yeni Nesil DNA
Dizileme (Next Generation DNA Sequencing, NGS)
yontemi kullanilarak boza iretiminde ham madde
olarak kullanilan gida maddeleri ve bozanin
fermantasyon asamalarindan alinan 6rnekler icerisinde
bakteri cesitliligi ve bu bakterilerin analiz edilen 6rnek
icerisinde bulunma oranlati ve satisa sunulan son triin
seklindeki boza mikrobiyotasina olan katkilart ve
fermantasyon stirecinde mikrobiyotanin nasil degistigi
metagenomik analiz ile belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Boza Orneklerinin Toplanmast

Boza yapiminda kullanilan gida maddeleri, mayse,
boza mayast ve boza’nin fermantasyon asamalarindaki
ornekler (1. ve 3. glin) ve satisa sunulan son trtin (4.
giin) Isparta ilinde lokal olarak boza tretimi yapan bir
treticiden dretimin her asamasinda steril tipler
icerisine BEkim 2019 tarihinde alinmistir. Ornekler:
ham madde (misir unu ve bugday unu), mayse, bir
onceki  bozadan elde edilen boza  mayast,
fermantasyonun 1. giind, 3. giinii ve 4. giin son triin
boza olmak tzere toplam 7 adet 6rnek alinmustir.
Ornekler ¢alisilincaya kadar +4 °Cde muhafaza
edilmistir. Boza yapiminda geleneksel yontemler
kullanilmaktadir. Uretici, misir unundan %50 ve
bugday unundan %50 olacak sekilde hazitlanan un
karisiminin 5 katt agiehgt suyla (w/v) ezilerek 1 saat
boyunca kaynatmustir. Bir gece dinlendirildikten sonra
hacmi kadar su ilave edilerek stiziildikten sonra %20
(w/v) seker ilave edilmigtir. Bir onceki bozadan %2
(v/v) oraninda ilave edildikten sonra 25 °C sicaklikta
3 gln fermantasyona birakilmistir. 3. giiniin sonunda
boza +4 °Cye alinarak depolanmistir. Uretilen boza
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bir giin dinlendirilmis ve 4. giinden sonra son uriin
olarak satisa sunulmaya hazir hale getirilmistir.

Orneklerden Dogrudan DNA Ekstraksiyonu

Boza ve boza yapiminda kullanilan ham maddelerden
1 gr aseptik kosullarda biyogiivenlik kabini (DemAir
Class IIA2, Tirkiye) icerisinde tartilarak 9 ml
peptonlu su (CM0509B, Oxoid, Ingiltere) igerisinde
stomacher’da homojenize edildikten sonra DNeasy®
PowerFood® Microbial kiti (Qiagen, Almanya)
tarafindan Onerilen protokol takip edilerek direkt ham
madde ve boza 6rneklerinden DNA  ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA 6rnekleri 100 pl
elisyon tamponu icerisinde ¢oztundirilmis, DNA
kantitasyonu Take3 plate kullanilarak mikroplaka
okuyucuda (Epoch-2, BioTek, ABD) 260 ve 280
nm’de O6lcllerek belitflenmistit.  DNA  6rnekleri
amplikon  polimeraz  zincir reaksiyonu (PZR)
caligmalarina kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Orneklerden On zenginlegtirme Sonrast DNA
Ekstraksiyonu

Boza ve boza yapiminda kullanilan ham maddelerden
1 gr aseptik kosullarda biyogtivenlik kabini (DemAir
Class IIA2, Tirkiye) icerisinde tartilarak 9 ml
peptonlu su (CM0509B, Oxoid) igerisine alinmis ve
35 °C’de 24 saat 200 rpm’de calkalanarak inkiibe
edilerek 6n zenginlestirmeye tabi tutulmustur. On
zenginlestirme islemi sonrasinda kiltirlerden 1 ml
alinarak santrifuj edilmis ve elde edilen pellet 4 mg/ml
lizozim (Applichem, Almanya) ve 10 pg/ml lizostafin
(Sigma, Almanya) igeren 500 ul 1XTE tamponu
icerisinde c¢ozindirilmuistur. Liu ve ark. (2004)
tarafindan onerilen fenol/kloroform/izoamil alkol
yontemi kullanilarak toplam DNA izole edilmis ve
DNA 6rnekleri 50 pl steril ultra saf su icerisinde
¢ozindurilerek kantitasyonu yapilmis ve amplikon
PZR calismalarina  kadar -20 °Cde muhafaza
edilmistir.

Yeni Nesil DNA Dizileme

Elde edilen toplam DNA 6rneklerinden amplikon
PZR calismalart bakterilere 6zgli tiniversal 16S rRNA
V3-V4 gen bolgeleri adaptér DNA dizileri iceren
primerler kullanilarak ve 168 metagenomik kutiiphane
hazirlama protokolii takip edilerek gerceklestirilmistir
(Ilumina, California, ABD). F-primer

5
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGA
CAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3" ve R-primer
5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAG
ACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3'

16S rRNA gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasinda
KAPA HiFi HS Mix (Roche, Almanya) kullanilmis ve
orneklerin Yeni Nesil DNA Dizileme sisteminde ayirt
edilmesini saglayan index PZR icin Nextera® XT
index Kit v2 Set-A (Illumina) kiti kullandmistir. DNA
Orneklerinin  temizlenmesinde AMPure XP beads

(Beckman Coulter, ABD) ve temizlenen DNA
orneklerinin miktarlarinin belitrlenmesinde AccuBlue®
NextGen dsDNA Quantitation kiti (Biotium, Inc.,
Fremont, CA, ABD) multimode mikroplaka okuyucu
(Mithras? 1.LB943, Berthold, Almanya) kullanilmistir.
Yeni Nesil DNA Dizileme islemi iSeq100 sisteminde
(Mlumina) gerceklestirilmistir.

Metagenomik Analiz

Yeni Nesil DNA Dizileme sisteminden elde edilen
diziler 16S Metagenomics (Version: 1.1.0, Illumina)
yazilimi kullanilarak analiz edilmistit ve Orneklerin
icerisindeki bakteriyel cesitlilik alem  (kingdom)
diizeyinden tiir (species) diizeyine kadar belitlenmistir.
Shannon  species  diversity indeks, Principal
Coordinate Analysis (PCoA) ve elde edilen dizilerden
olusturulan dendrogram ¢iziminde 16S Metagenomics
(Version: 1.1.0, 2021) yazilim1 kullanilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Calismamiz kapsaminda boza tretiminde ham madde
olarak kullanidan gida maddelerinin ve bozanin iiretim
asamalarindan alinan Srneklerin icerdigi mikrobiyota
Yeni Nesil DNA Dizileme yontemi ve metagenomik
analiz ile ortaya c¢ikardmistir. Calisma iki asamalt
olarak gerceklestirilmistir:  Orneklerden dogrudan
DNA ekstraksiyonu ve 6rneklerden 6n zenginlestirme
sonrasinda DNA  ekstraksiyonu. Analiz edilen gida
ham maddesi veya boza Orneginin icerdigi
mikrobiyota (dogrudan 6rnekten izolasyon ile) ve 6n
zenginlestirme ile ¢ogaltma sonrasindaki mikrobiyota
karsilastirlmistir.  Orneklerden  dogrudan  DNA
ekstraksiyonu ardindan yapilan metagenomik analiz
sonucunda mistr unu ve bugday ununda dominant
bakteriler, cins dizeyinde Streprophyta (2745 okuma
misir unu ve 1262 okuma bugday wunu) ve
Pleomorphobacterinm (1854 okuma bugday unu ve 1272
okuma musir unu) olarak belirlenmistir. Bozanin 1.
gin (Leuconostoc 1160 okuma ve Lactococcus 659
okuma), 3. giin (Leuconostoc 2199 okuma ve Lactococcus
1070 okuma) ve son urtin (Lexconostoc 1825 okuma ve
Lactococens 1138 okuma) ile boza mayasinda
(Leuconostoc 1229 okuma ve Lactococens 1113 okuma)
baskin bakteriler cins duzeyinde Leuconostoc ve
Lactococens olarak tespit edilmistir (Sekil 1). Boza
orneklerinde tiir diizeyinde yapilan incelemede baskin
olarak Lewu. lactis ve Len. palmae ile L. raffinolactis
bulunmugtur. Mayse Orneginden direkt DNA
ekstraksiyonu sonrasinda bakteriyel 16S rRNA gen
bélgesi amplifiye edilememistir, bu durum icerdigi
bakteri sayisinin ¢ok az oldugu seklinde agiklanmustir.
Diger yandan ©6n  zenginlestirme  sonrasinda
orneklerden DNA ekstraksiyonu ardindan yapilan
metagenomik analiz sonucunda musir ununda
dominant bakteriler cins dizeyinde en ylksek
bulunma oranlarina gére Enterococcns (3080 okuma),
Kilebsiella (1523 okuma), Micromonospora (927 okuma)
ve Salmonella (187 okuma), bugday ununda ise Pantoea
(1319 okuma), Bacillus (1220 okuma), Micromonospora
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(580 okuma) ve Clostridium sensu stricto (471 okuma)
olarak belitlenmistir  (Sekil  2).  Lactococcus  cins
dizeyinde dominant bakteti olarak boza mayasinda
(7176 okuma), 1. gin (3871 okuma), 3. giin (7682
okuma) ve satisa sunulan son uriinde (7097 okuma)
tespit edilmistir. Sadece 1. glin boza Orneginde
Lactococens'tan sonra en yuksek oranda Ewnferococcus
(1153 okuma) cinsi bakterilerin oldugu belirlenmistir.
Tir dizeyindeki analizde boza 6rneklerinde dominant
olarak L. raffinolactis ve L. hircilactis tespit edilmigtir.
Mayse Orneginde ise Staphylococcus (11048 okuma)
dominant olarak tespit edilmistir (Sekil 2). Direkt
orneklerde ve 6n zenginlestirme sonrasit Orneklerde
bakteri ¢esitliginin kargilastirtimasinda metagenomik
analiz sonucunda elde edilen Shannon species
diversity indeks ve tanimlanan toplam tir sayisi
verileri kullanilmistir (Tablo 1). Bu baglamda musir
unu, bugday unu ve 1. giin boza Orneginde 6n
zenginlestirme ile icerdikleri bakteri sayisi tir
diizeyinde arttig1 belirlenirken boza mayasi, 3. glin
boza ve son iriin bozada ise dogrudan Ornekler
icerisinde tanimlanan bakteri sayisinin tir diizeyinde
6n zenginlestirmeden daha yiksek sayida oldugu
bulunmustur (Tablo 1). PCoA belitlenen taksonomik
stniflandirmaya gore benzerliklere ve farkliliklara gére
ornekler arasindaki dagilimi 6lgen bir yontemdir.
Dogrudan 6rneklerden yapilan PCoA sonucunda cins
diizeyinde misir unu (6rnek no: 1) ve bugday unu
(6rnek no: 2), diger analiz edilen numunelerden farklt
oldugu gorilmistir (Sekil 3). Diger yandan 6n
zenginlestirme sonrast 6rneklerinden yapilan PCoA
analizinde ise 5M-boza mayasi, 6M-boza 3. giin ve
7M-boza son iurin benzer ¢tkmustr. 1M-musir unu ve
2M-bugday unu birbirine yakin dagilim gésterirken
3M-mayse ve 4M-boza 1. glin 6rnegi birbirinden ve
diger analiz edilen Orneklerden farkli  dagilim
gosterdigi gortlmustir (Sekil 4). Metagenomik analiz
kullanilarak cins diizeyinde &rnekler arasindaki
hiyerarsik  kiimeleme analizi ile elde edilen
dendrogram Sekil 5te gosterilmistir. Bu analiz ile
dogrudan 6rnekler kullanilarak sekans sonucunda cins
diizeyinde 6-boza 3. giin 6rnegi digetlerinden farklt
bir profil gOstermistir. Dendrogramdaki
kiimelenmeler incelendiginde 1-musir unu ve 2-bugday
unu Grnekleri ile 4-boza 1. giin ve 7-boza son iriin
ornekleri arasinda yakin homoloji oldugu gorilmustiir
(Sekil 5A). Diger yandan 6n zenginlestirmeye tabi
tutulan  Orneklerden  sekans  sonucunda  cins
dizeyindeki dendrogram incelendiginde 3M-mayse
Ornegi diger tim analiz edilen 6n zenginlestirmeye
tabi tutulan 6rneklerden farklt oldugu, 1M-musir unu
ve 2M-bugday unu ile 5M-boza mayast ve 6M-boza 3.
giin arasinda cins diizeyinde yakin homoloji oldugu
belirlenmistir (Sekil 5B).

Boza mikrobiyotasinin igerdigi bakteri ¢esitliligini
belirlemeye yonelik yapilan Onceki  calismalarda
genellikle kiltiire dayalt yontemler kullanilmustir.
Yapilan bir calismada, boza icerisindeki bakteriler
incelendiginde LAB baskin oldugu ve LAB:maya
oraninin 2.4 oldugu ifade edilmistir (Gotcheva ve ark.

2000, Levent ve Cavuldak 2017). LAB arasinda
laktobasiller bozada yaygin olarak bulunmaktadir
(Baschali ve ark. 2017). Ayrica, Hancioglu ve
Karapinar (1997) yaptiklart bir calismada bozada
baskin olarak bazt Leuconostoc (Len. paramesenteroides
(%25.0), Len. mesenteroides subsp. mesenteroides (%018.0)
ve Leu. mesenteroides subsp. dextranicum (%07.3)) titleri
ile Lb. sanfrancisco (%21.9) ve Lb. coryniformis (%09.1)
rapor ederken Gotcheva ve ark. (2000) Lb. coprophilus
ve Len. raffinolactisi  rapotlamuslardir.  Arici  ve
Daglioglu  (2002) bozada Lb.  sanfrancisco, Lb.
coryniformis, Lb. confusus, Lb. fermentum, Lex. oenos,
Len.  mesenteroides  ve — Len.  paramesenteroides’in
bulundugunu ifade etmislerdir. Boza igerigindeki
bakterileri belitlemeye yonelik yapilan benzer bir
calismada Lb. paracasei, 1b. plantarum, Lb. brevis, Lb.
rhammnosus ve Lb. fermentum tespit edilmistir (Botes ve
ark. 2007). Kivang ve ark. (2011) yaptiklart ¢alismada
10 boza 6rneginden 45 farkli LAB izole etmisler ve
bu bakterileri RiboPrinter® mikrobiyal
karakterizasyon sistemi ile tanimlamalarin
yapmuslardir. Calisma sonucunda en yliksek oranda
Lactobacillus spp. 6zellikle de Lb. plantarum (n:24) ve
Len.  citrewm (n:5) tespit etmislerdir.  Lactococens,
Enterococcus ve L. lactis. ise digik oranlarda tespit
edilmistir. Borcakli ve ark. (2018) 3 boza 6rneginden
yaptiklart  calismada  baskin  olarak  Pediococcue,
Lenconostoc spp. ve Lactobacillus spp. bakterilerini izole
etmislerdir. Osimani ve ark. (2015) 3 adet pastOrize
edilmemis Bulgaristan bozast tzerine yaptiklari
calismada 20 bakteri susu izole etmisler ve bunlarin
karakterizasyonunda 19/20 adedi Lactobacillus spp.
olarak belitlenmis ve dominant tirler molekiiler
testler ile Lb. parabuchneri (7/20) ve Lb. casei group
(7/20) olarak tespit edilmistir. Boza icerigindeki
mikrobiyota bakterilerinin 6zellikle de laktik asit
bakterilerinin farklt olmast kullanilan ham maddelerin
ve Uretim tekniklerinin farkliliklarindan kaynaklandig
distnitlmektedi.

Boza fermente bir Uriin olmast acisinda raf omri
kisadir. Ticari ve ev ortaminda gergeklestirilen boza
tretiminden sonra sogutularak +4 °C’de muhafaza
edilmekte ve en fazla 12 gin igerisinde titketilmesi
onerilmektedir  (Bayat ve Yidiz 2019). Boza
mikrobiyotasinda bakteriyosin treten LAB bulunmast,
trinin raf Omrind arttirmaktadir (Lindgren ve
Dobrogosz 1990). Boza igerigindeki mikrobiyotanin
korunmast ve bagirsak mikrobiyotasina  faydali
olabilmesi icin uygun muhafaza kosullarinda
depolanmasi gerekmektedir. Boza igerisine lizozim ve
nisin ilavesinin icerigindeki laktik asit bakterilerini
koruyarak raf dmrind uzattugi ve duyusal degerlerini
degistirmegi gorilmustiir (Sozbilen ve ark. 2018).
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Sekil 1: Orneklerden (1-7) dogrudan DNA ekstrasiyonu sonrasinda igerdikleri bakterilerin cins
diizeyinde metagenomik analizi. En yiiksek tespit edilen 20 bakteri cins diizeyinde gosterilmistir.

Figure 1: Metagenomic analysis of the bacteria at genus level after direct DNA extraction from the
samples (1-7). Top 20 identified bacteria were shown at the genus level.
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Sekil 2: Orneklerden (IM-7M) 6n zenginlestirme sonrasinda DNA ekstrasiyonu ile igerdikleri
bakterilerin cins diizeyinde metagenomik analizi. En yiiksek tespit edilen 20 bakteri cins diizeyinde
gOsterilmistir.
Figure 2: Metagenomic analysis of the bacteria at genus level after DNA extraction from pre-enriched
samples (1IM-7M). Top 20 identified bacteria were shown at the genus level.
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Tablo 1. Boza 6rneklerinden dogrudan ve 6n zenginlestirme ile elde edilen DNA icerisindeki bakteriyel ¢esitlilik

degerleri (Shannon species diversity indeks ve tanimlanan tiir sayist)
Table 1. Bacterial diversity values in DNA obtained from Boza samples directly and by pre-enrichment (Shannon

species diversity index and number of identified species)

Dogrudan Ekstraksiyon Sonrasi

On zenginlestirme Sonrasi

Ornek .
kod Ornek adi Shannon species Tammmlanan Shannon species Tanimlanan
odu
diversity indeks tiir sayisi diversity indeks  tiir sayisi
1 Misir Unu 0.373 30 0.548 125
2 Bugday Unu 0.503 45 0.795 113
3 Mayse - - 0.182 61
4 Boza 1. Giin 0.642 59 0.283 65
5 Boza mayasi 0.711 70 0.154 50
6 Boza 3. Giin 0.918 124 0.228 66
7 Son Uriin Boza 0.664 61 0.187 48
0.25:
0.20 4
0.154
% 0.104
% 0.054 (13 é
(3% O
-0.00 +
H
-0.054
6
-0.104 P
-0.154
-()].h’ -0].(1 -(;.4 l]f() ()TS (lT.(w [I.TR I

Principal Coordinate 1

Sekil 3: Dogrudan 6rneklerden (1-7) elde edilen DNA kullanilarak yapilan sekans
sonugclarina gore cins diizeyinde PCoA analizi
Figure 3: Genus-level PCoA analysis according to sequence results using DNA
directly obtained from the samples (1-7)
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Sekil 4: On zenginlestirme yapilan 6rneklerden (IM-7M) elde edilen DNA kullanilarak
yapilan sekans sonuclarina gére cins dizeyinde PCoA analizi

Figure 4: Genus-level PCoA analysis according to sequence results using DNA obtained
from pre-enriched samples (1M-7M)
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Sekil 5: Dendrogram cins dizeyinde sekans sonucunda 6rnekler arasindaki homolojileri
gostermektedir. A. Dogrudan 6rnekler (1-7) kullanilarak yapilan analiz sonucu, B. On
zenginlestirmeye tabi tutulan 6rnekler (1M-7M) kullanilarak yapilan analiz sonucu

Figure 5: Dendrogram shows homologies between samples as a result of sequence at
genus level. A. Result of analysis using directly samples (1-7) B. Result of analysis using
samples applied to pre-entichment (1M-7M)
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SONUGC

Boza dinyanin farkli cografyalarinda farkll isim ve
icerikleri ile titketilen canl bakteri icerigi ile fermente
gida statlisinde yer alan geleneksel bir icecektir.
Kilttirel yoéntemler kullanilarak bozadan bakteri
Ozellikle de LAB izolasyonu yapilan calismalarda
baskin bakteri olarak ILactobacillus spp. karsimiza
¢tkmasina ragmen ¢alismamizda son iriin boza
orneginde dogrudan 6rneklerden  ekstraksiyonda
Lactobacillus cinsi 4. sirada ve 6n zenginlestirme
yapilan son Urlin Orneginde 2. sirada en cok tespit
edilen cins tirtiinde bakteri olmustur. Yeni Nesil
DNA Dizileme yonteminin bir 6rnek icerisindeki
PZR ile ¢ogaltilan bakteriyel DNA bolgesinin yiiksek
sayidda okunmasi prensibine dayanmast nedeniyle
kiltiirel yontemlere gbre daha yiiksek hassasiyet ve
duyarliliga sahip oldugu, bir 6rnek icerisinde hangi
bakterilerin -~ bulundugu  ve  hangi  oranlarda
bulundugunu ortaya c¢ikarmada 6nemli bir yontem
oldugu icin ¢alismamizda boza tretiminde kullanilan
ham maddelerin mikrobiyotaya olan katkilar1 ve
fermantasyon  surecinde  mikrobiyotanin  nasil
degistiginin  belitlenmesinde bu  yéntem  tercih
edilmistir. Boza dretimi esnasindaki kaynatilma
sonrasinda ham madde olarak kullanilan misir unu ve
bugday ununda bulunan baskin bakterilerin son triin
boza igerisinde kayboldugu gézlemlenmis, boza
mayasinda bulunan baskin bakterilerin ise kendilerini
muhafaza ederek ve fermantasyonu saglayarak son
tirlin bozayt meydana getirdigi belirlenmistir. Ozellikle
6n zenginlestirme sonrasinda analiz edilen 6rneklerde,
kullanilan ham maddelerde disiik oranda bulunan
laktik asit bakterilerinin fermantasyon ile baskin hale
geldikleri ve bozaya kendine has Szellikleri sagladig
sonucuna varilmistir.

Etik Kurul Bilgileri: Bu calisma “Hayvan Deneyleri
Etik Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina Dair
Yoénetmelik” Madde 8 (k) geregi HADYEK iznine
tabi degildir. Bu yazida sunulan veri, bilgi ve belgeler
akademik ve etik kurallar cercevesinde elde edilmistir..

Cikar Catigmasi: Yazarlar bu yazt icin gergek,
potansiyel veya algilanan ctkar catismasi olmadigint
beyan etmislerdir. Yazarlarin, baska kisiler ve/veya
kurumlar ile ¢cikar catismast bulunmamaktadir.

Tesekkiir: Calisma kapsaminda boza ve ham madde
Orneklerini  saglayan Sayin Mustata Gunnaz’a ve
laboratuvar alt yapisinin kullanildigt Konya Gida ve
Tartm  Universitesi,  Kit-ARGEM  Arastirma
Merkezi’ne tesekkiir ederiz.
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