10

24946.35

OZET

SINERJIK ANTIMIKROBIYAL ETKI

Mevcut bulus, biyokoruma alaniyla ve bilhassa Lactobacillus rhamnosus susu
ve/veya Lactobacillus paracasei susunu iceren bir antimikrobiyal bilesimle
ilgilidir. flaveten mevcut bulus, bu tiir bir antimikrobiyal bilesimin kullanimiyla,
bu tiir bir antimikrobiyal bilesimi iceren gida, yem ve farmasétik iiriinlerle, bu tiir
gida, yem ve farmasdtik iirlinlerin imal edilmesi yontemiyle ve bu tiir gida, yem
ve farmasotik iriinlerdeki istenmeyen mikroorganizma iceriginin indirgenmesine

yonelik bir ydontemle ilgilidir.
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1.

iISTEMLER

Bir antimikrobiyal bilesim olup, asagidakilerden olusan gruptan secilen en az bir

susu icermektedir:

DSM24616 erisim numarast altinda Alman Mikroorganizma ve Hiicre
Kiiltiirler1 Koleksiyonu'na (DSMZ) tevdi edilen Lactobacillus rhamnosus
CHCC12697, DSM24652 erisim numaras: alunda Alman Mikroorganizma
ve Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu’na (DSMZ) tevdi edilen Lactobacillus
rhamnosus CHCC14226, ve DSM24651 erisim numaras: altinda Alman
Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu’na (DSMZ) tevdi edilen
Lactobacillus paracasei CHCC12777.

En az bir Lactobacillus rhamnosus susunu ve en az bir Lactobacillus paracasei

susunu iceren, Istem 1’e gore antimikrobiyal bilegim.

En az bir Lactobacillus paracasei susunun, DSM24651 erisim numarasina
sahip Lactobacillus paracasei CHCCI12777'den olusan gruptan secildigi,

Istem 2’ye gére antimikrobiyal bilesim.

Bir gida, yem veya farmasotik iirtiniin hazirlanmasinda onceki istemlerden

herhangi birine gore antimikrobiyal bilesimin kullanim.

Bir farmasdtik dirin olarak istemler 1 ila 3’ten herhangi birine gore

antimikrobiyal bilesimin terapdtik olmayan kullanimi.

[stemler 1 ila 3’ten herhangi birine gére antimikrobiyal bilesimi iceren bir

gida, yem veya farmasdétik iirtin.

Gida iiriiniiniin, meyveler ve meyvelerden tiiretilen {triinler, sebzeler ve

sebzeden tiiretilen dirinler, tahil ve tahildan tiiretilen tirinler, sut uriinleri, et,
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kiimes hayvanlarnn ve deniz mahsulleri ve bunlarin karigimlarindan olusan

gruptan secildigi, Istem 6’ya gire gida iriinil.

8. Farmasotik iiriiniin Istemler I ila 3"ten herhangi birine gbre bilesimi iceren bir

birim dozaj bicimi oldugu, Istem 6’ya gore bir farmasatik iirin.

9. Istemler 1 ila 3’ten herhangi birine gore antimikrobiyal bilesimin gida, yem veya
farmasotik irline ilave edilmesi adimini iceren, bir gida, yem veya farmasotik
iiriiniin, Ozellikle istemler 6 ila 8’den herhangi birine gore gida, yem veya

farmasotik tiriiniin imal edilmesine yonelik bir yontem.

10. Istem 9’a gore yontem olup, asagidakileri icermektedir:

(a) en az bir Lactobacillus rhamnosus susu ve en az bir Lactobaciflus
paracasei susunun konsantrasyonunun her biri, gida, yem veya farmasotik
tiriiniin en az 1x10° cfu/g veya en az 1x10° cfu/ml’si veya gida, yem veya
farmasétik iiriiniin yiizeyinin en az 1x10° cfu/em™si olacak sekilde, gida, yem
veya farmasotik triin imalatr sirasinda Istemler 1 ila 3’ten herhangi birine
gore antimikrobiyal bilesimin ilave edilmesi, ve

{b)en az bir Lactobacillus rhamnosus susu ve en az bir Lactobacillus
paracasei susuun konsantrasyonu artacak veya sabit kalacak sekilde,

imalat sirasinda imalat parametrelerinin kontrol edilmesi.

11. Yontemin bir veya daha fazla fermantasyon adimi igerdigi, Istemler 9 ila

10’dan herhangi birine gore yontem.
12. DSM24616 erisim numarast altinda Alman Mikroorganizma ve Hiicre

Kiiltiirleri Koleksiyonu’na (DSMZ) tevdi edilmis olan Lactobacillus
rhamnosus CHCC12697.

13. DSM24652 erisim numarast altinda Alman Mikroorganizma ve Hiicre
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Kiltirleri Koleksiyonu'na (DSMZ) tevdi edilmis olan Lactobacillus
rhamnosus CHCC14226.

14.DSM24651 erisim numarast altinda Alman Mikroorganizma ve Hiicre
Kiltirleri Koleksiyonu'na (DSMZ) tevdi edilen Lacrobacillus paracasei
CHCCI12777.
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TARIFNAME

SINERJIK ANTIMIKROBIYAL ETKI

TEKNIK ALAN

Mevcut bulug, bivokoruma alamiyla ve bilhassa Lactobacillus rhamnosus susu
ve/veya Lactobacillus paracasei susunu iceren bir antimikrobiyal bilesimle
ilgilidir. Ilaveten mevcut bulus, bu tiir bir antimikrobiyal bilesimin kullanimyla,
bu tiir bir antimikrobiyal bilesimi iceren gida, yem ve farmasotik iiriinlerle, bu tiir
gida, yem ve farmasotik tiriinlerin imal edilmesi ydntemiyle ve bu tiir gida, yem
ve farmasotik iiriinlerdeki istenmeyen mikroorganizma igeriginin indirgenmesine

yonelik bir yontemle ilgilidir.

ONCEKI TEKNIK

Biyokoruyucu kiiltiirler, farklhh gida uygulamalarinda kimyasal koruyuculara
alternatif olarak kullanilmaktadir. Siir iriinlerinde, maya ve kiiflerle olan
kontaminasyon, siit iirlinlerinin raf émriini siurlayabilmektedir. Ciddi maya ve
kiif kontaminasyon sorunlarint deneyimleyen bir iirin alanmi ise taze peynirleri

icermektedir.

Bu sorunlann iistesinden gelinmesine yonelik biyokoruyucu c¢oziimler, siit
endiistrisi tarafindan gelistirilmistir. Piyasada en iyi bilinen ve muhtemelen en
yaygin olarak kullanilan bazi antifungal biyokoruyucu ¢oziimler, her ikisi de
Propionibacteria ve Lactobacillus alt tiirlerinin kombinasyonlarint ihtiva eden,

Danisco’dan HOLDBAC™ YM-b ve HOLDBAC™ YM-C kiiltiirleridir.

Mikroorganizmalarin inhibisyonuna yonelik laktik asit bakterileriyle birlikte
propiyonik asit bakterilerinin kullanimi, US 2005/0095318, WO 2004/041305 ve

EP 852 114 numarali patent basvurularinda agiklanmigtir.
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Propionibacteria ssp. suslarinin esasen propiyonik asit iiretimi vasitasiyla, ancak
ayn1 zamanda asetik asit ve diger metabolitlerin de iiretimi vasitasiyla antifungal

aktivitesine katkida bulunduguna inamlmaktadir.

Ancak, bu tiirlerin endiistriyel Olgekte iiretimi nispeten masrafli olmakta ve
propiyonik asidin iretimi, nihai siit {iriinlerinde istenmeyen duyusal ozelliklere

sebep olabilmektedir.

Siit {iirtinlerine iligkin piyasadaki diger antifungal biyokoruyucu c¢oziimler,
SACCO sirketinin Lyofast LPRA iirliniinii ve ayn1 zamanda BIOPROX sirketinin
Aroma-Prox®RP80 isimli Uriiniinii icermektedir. Bu Uriinlerin her ikisi,
Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus rhamnosus kombinasyonlarim ihtiva

etmektedir.

Tharmaraj ve Shah (2009), peynir bazli dip soslara iligkin biyokoruyucu laktik asit
bakteriyel adaylarin taranmasim tarif etmektedir. Tek suslar seklinde test edilen
Lactobacilius rhamnosus ve Lactobacillus paracasei suslarinin tamami, mayalara
ve kiiflere karsi maksimum engelleyici etki sergilemistir. Ancak, hicbir
Lactobacillus  rhamnosus  ve  Lactobacillus  paracasei  kombinasyonu

incelenmemigtir.

Dolayisiyla, antifungal etkililigi tehlikeye sokmaksizin Propionibacteria ssp.
susunu disarida tutan gelismis biyokoruyucu ¢oziimlerin gelistirilmesine yonelik bir
endiistriyel ihtiya¢ bulunmaktadir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Birinci yonde, mevcut bulus, asagidakilerden olusan gruptan segilen en az bir susu

iceren antimikrobiyal bilesimle ilgilidir:
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DSM24616 erisim numaras1 aliinda Alman Mikroorganizma ve Hiicre
Kiiltiirleri Koleksiyonu'na (DSMZ) tevdi edilen Lactobacillus rhamnosus
CHCC12697,

DSM24652 erigim numaras1 alunda Alman Mikroorgamizma ve Hiicre
Kiiltiirleri Koleksiyonu’na (DSMZ) tevdi edilen Lactobacillus rhamnosus
CHCC14226, ve

DSM24651 erisim numarasi altunda Alman Mikroorganizma ve Hiicre
Kiiltiirleri Koleksiyonu'na (DSMZ) tevdi edilen Lactobacillus paracasei
CHCC127717.

Mevcut bulusun bilesimleri, 6rnegin insanlarda ve hayvanlarda ve gida, yem ve
farmasotik Uriinlerde, mantar, bakteri ve bunlarin karisimlarindan secilen
istenmeyen mikro organizmalarnn inhibe edilebilmesi avantajim saglamaktadir.
Mayalar ve kiifler gibi mantarlarin biiylimesinin Onlenmesi ve/veya inhibe
edilmesi, 6zellikle éngérillmektedir. Dolayisiyla, tercih edilen bir yapilandirmada,

“antimikrobiyal” terimi, “antifungal” seklinde anlasilacaktir,

Dolayisiyla, mevcut bulusun ikinci yonii, bir gida, vem veya farmasotik iiriin
preparatinda birinci yOniin antimikrobiyal bilesimlerin birinin kullanimina

yoneliktir.

Mevcut bulusun tgiincii yonil, mantar, bakteri ve bunlarin karisimlarindan olusan
gruptan se¢ilen istenmeyen mikro organizmalarm bilylimesinin inhibe edilmesine
yonelik birinci yoniin antimikrobiyal bilesimlerinin birinin kullanmmiyla ilgilidir.
Ozellikle, mevcut bulusun bilesimleri, siit endiistrisi islemlerinde, Grnegin siit
fermantasyon islemlerinde yaygin olarak bilinen kirletici maddeler olan mantar ve

bakterilerin biiylimesinin inhibe edilmesi ve/veya Onlenmesi i¢cin kullanilacaktir.

Mevcut bulusun dordiincii  yonii, farmasétik iriin  olarak birinci  y6niin
antimikrobiyal bilesimlerinin birinin kullanimiyla ilgilidir. Farmasotik {iriin,

tercihen, bakteri veya mantar, daha tercihen kiifler vasitasiyla bir denegin
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enfeksiyonunun tedavi edilmesinde kullamlmaktadar.

Mevcut bulusun besinci yonil, mevcut bulusun birinei yoniine goire antimikrobiyal

bilesimlerin birini i¢eren bir gida, yem veya farmasétik iiriinle ilgilidir.

Mevcut bulusun altinct yonii, mevcut bulusun besinci yoniine gore gida, yem veya
farmasotik iirtiniin imal edilmesine yonelik bir yontemle ilgili olmakta ve sz
konusu yéntem, gida, yem veya farmasotik iiriinlin imalati sirasinda mevcut
bulusun birinci yoniine gore antimikrobiyal bilesimlerin birinin ilave edilmesini
icermektedir. Yontemin Lactobacillus paracasei susuyla kombinasyon halinde
Lactobacillus  rhamnosus susunu iceren bir antimikrobiyal bilesimin ilave
edilmesini icerdigi durumlarda, s6z konusu bilesim, en az bir Lactobacillus
rhamnosus susu ile en az bir Lactobacillus paracasei susunun her birinin
konsantrasyonu, 1x10° cfu/g, tercihen 5x10° cfw/g, veya her biri gida, yem veya
farmasotik iiriiniin 1x10° cfu/ml, tercihen 5x10° cfu/ml’si, veya her biri, gida, yem
veya farmasotik iriiniin yiizeyinin en az 1x10° cfufem?, tercihen 1x107 cfu/em™si,
olacak sekilde ilave edilmekte ve en az bir Lactobacillus rhamnosus susu ve en az
bir Lactobacillus paracasei susunun konsantrasyonu, artacak veya sabit kalacak

sekilde imalat sirasinda imalat parametreleri kontrol edilmektedir.

Mevcut bulusun yedinci yonii, DSM24616 erisim numarasi kapsaminda Alman
Mikroorganizma ve Hiicre Kiilturleri Koleksiyonu'na (DSMZ) tevdi edilen
Lactobacillus rhamnosus CHCC12697 ile ilgilidir.

Mevcut bulusun sekiziner yont,, DSM24652 erisim numaras: kapsaminda Alman
Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu’na (DSMZ) tevdi edilen

Lactobacitius rhamnosus CHCC14226 ile ilgilidir.

Mevcut bulusun dokuzuncu yonii, DSM24651 erisim numaras1 kapsaminda Alman
Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu'na (DSMZ) tevdi edilen
Lactobacillus paracasei CHCC12777 ile ilgilidir.
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SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

SEKIL 1, tek basina baslatici kiiltiirle (referans, birinci kolon), Lb. rhamnosus
CHCCI12697 ile birlikte (ikinci kolon) Lb. paracasei CHCC12777 ile birlikte
(iiclinci  kolon) veya Lb. rhamnosus CHCCI12697 ve Lb. paracasei
CHCC12777 kombinasyonuyla birlikte (dordiincii kolon) fermente edilen
siitten hazirlanan plakalarda mayalarin ve kiiflerin biiylimesini gostermektedir.
Hedef kirletici maddeler, soldan saga dogru metinde bahsedildigi sekilde
konsantrasyonlara ilave edilmistir: sirasiyla plakalann {ist sirasinda K.
marxianus, P. fermentans, Y. lipolytica ve C. sake. Ikinci plaka sirasinda, P.
nalgiovense liste ilave edilmis, Cladiosporium spp. alttan sola dogru ilave
edilmis ve P. commune alttan saga dogru ilave edilmigtir. Son plaka sirasinda,
Mucor ssp. tek bagina ilave edilmistir. Plakalar 17 glin boyunca 7+1°C’de

inkiibe edilmistir.

SEKIL 2, tek basina baslatict kiiltir CHN-19 (ici dolu baklava sekli) veya
asagidaki suslarla birlikte enjekte edilmis tam vagh siite ilave edilen Yarrowia
lipolytica 1zolatimin hiicre sayimini gostermektedir: HOLDBAC™ YM-B (i¢i bos
kare), HOLDBAC™ YM-C (i¢i bos baklava sekli), Lb. paracasei
CHCC12777 (ici dolu kare), Lb. rhamnosus CHCC12697 (i¢i dolu iiggen) veya
Lb. paracasei CHCCI12777 ve Lb. rhamnosus CHCC12697 kombinasyonu (igi
dolu daire), bunlann tamami, 4.65+0.05’lik pH degerine ulagilana dek

29+1°C’de fermantasyondan once ilave edilmistir.

SEKIL 3, tek basina baslatici kiiltiirle (referans, birinci kolon), Lb. rhamnosus
CHCC14226 ile birlikte (ikinci kolon) Lb. paracasei CHCC12777 ile birlikte
(ligiincii  kolon) veya Lb. rhamnosus CHCC14226 ve Lb. paracasei
CHCCI12777 kombinasyonuyla birlikte (dérdiincii kolon) fermente edilen
siitten hazirlanan plakalarda mayalarin ve kiiflerin biiylimesini gdstermektedir.

Hedef kirletici maddeler, soldan saga dogru metinde bahsedildigi sekilde
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konsantrasyonlara ilave edilmigtir: sirasiyla plakalarn iist sirasinda K. marxianus,
P. fermentans, Y. lipolytica ve C. sake. Alt plaka sirasinda, P. nalgiovense Uste
llave edilmis, Cladiosporium spp. alttan sola dogru ilave edilmiy ve P.
commune alttan saga dogru ilave edilmistir. Plakalar, 15 giin boyunca

7x1°C’de inkiibe edilmistir.

SEKIL 4, tek basina baslatici kiiltir CHN-19 (ici dolu baklava sekli) veya
asagidaki suslarla birlikte enjekte edilmig tam yagh siite ilave edilen
Klyveromyces  marxianus  izolatimn  hiicre  sayumam  gostermektedir:
HOLDBAC™ YM-B (i¢i bos kare), HOLDBAC™ YM-C (i¢i bos baklava
sekli), Lb. paracasei CHCC12777 (i¢i dolu kare), Lb. rhamnosus CHCC14226
(ici dolu iicgeny veya Lb. paracasei CHCCI12777 ve Lb. rhamnosus
CHCC14226 kombinasyonu (i¢i dolu daire), bunlarin tamami, 4.6520.05°lik pH

degerine ulasilana dek 29+1°C’de fermantasyondan once ilave edilmistir.

SEKIL 5, tek basina baslatici kiiltiirle (referans, birinci resim), Lb. paracasei
CHCC14676 ile (ikinci resim), Lb. rhamnosus CHCC5366 ile (licliincii resim)
veya Lb paracasei CHCC14676 ve Lb. rthamnosus CHCC5366 kombinasyonu
ile (dordiincii resim) fermente edilen siitten hazirlanan plakalarda mayalarin ve
kiiflerin bliylimesini gdstermektedir. Hedef kirletici maddeler, sol Uistten sag alta
dogru metinde bahsedildigi sekilde konsantrasyonlara ilave edilmistir: sirasiyla
Penicillium nalgiovese, Penicillium commune, Aspergillus versicolor ve

Penicillium crustosum. Plakalar, 12 giin boyunca 7+1°C’de inkiibe edilmistir.

SEKIL 6, tek basina baslatic kiiltiirle (referans, birinci resim), Lb. paracasei
CHCCI14676 ile (ikinci resim), Lb. rhamnosus CHCC 14226 ile (ii¢iincii resim)
veya Lb paracasei CHCC14676 ve Lb. rhamnosus CHCC14226
kombinasyonu ile (dordiincii resim) fermente edilen siitten hazirlanan
plakalarda mayalarin ve kiiflerin biiyiimesini gostermektedir. Hedef kirletici
maddeler, sol {istten sag alta dogru metinde bahsedildigi sekilde

konsantrasyonlara ilave edilmistir: sirasiyla Penicillium nalgiovese, Penicillium
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commune, Aspergillus versicolor ve Penicillium crustosum. Plakalar, 12 giin

boyunca 7£1°C’de inkiibe edilmistir.

SEKIL 7, tek basina baglatic1 kiiltiirle (referans, birinci resim), Lb. paracasei
CHCCI12777 ile (ikinci resim), Lb. rhamnosus CHCC14226 1le (liciincii resim)
veya Lb paracasei CHCCI2777 ve Lb. rhamnosus CHCC14226
kombinasyonu ile (dordiincii resim) fermente edilen siitten hazirlanan
plakalarda mayalarin ve kiiflerin biiylimesini goéstermektedir. Hedef kirletici
maddeler, sol iistten sag alta dogru metinde bahsedildigi sekilde
konsantrasyonlara ilave edilmistir: sirasiyla Penicillium nalgiovese, Penicillium
commune, Aspergillus versicolor ve Penicillium crustosum. Plakalar, 12 giin

boyunca 7£1°C’de inkiibe edilmistir.

SEKIL 8, Lactobacillus paracasei CHCC12777 ile eksi kremaya iliskin
yiikleme calismasimin sonuglarini  gostermektedir. P. comunune (M6), A.
versicolor M7T), P. brevicompactum (M1), P. crustosum (M10) ve P. glabrum
(MS8) suslarmin yalmzca baslatica kiiltiirle (iist sira) veya baslatci kiiltir ve
HOLDBAC™ YM-B kiiltiiriiyle (orta sira) fermente edilmis siitten yapilnus
eksi kremada iyi bir sekilde biiyiidiigli gosterilmistir. Bunun aksine, siit
fermantasyonu sirasinda Lactobacillus paracasei CHCC12777 nin mevcut
olmas1 durumunda (alt sira), test edilen kiiflerin tamaminin biiyiimesi inhibe

edilmistir.

SEKIL 9, Lactobacillus rhamnosus CHCCI12697 ile tvarog’a iliskin bir
yiikkleme calismasini gostermektedir. Mucor ssp.’nin yalnizca baslatici kiiltiir
CHN-19 ile (Ref.) fermente edilen siitten yapilmis tvarogta iyl biiylidigu
gosterilmistir. Kiif, ayni zamanda baslatict kiiltiirle ve HOLDBAC™ YM-B
kiiltiiriiyle fermente edilmis siitten yapilmis tvarogta da iyi biiyiimekte ve
baglatict kiiltiirle ve HOLDBAC™ YM-C kiiltiiriiyle fermente edilmis siitten
vapilmis tvarogta ise daha az Ol¢iide biiylimektedir. Ancak, Lactobacillus

rhamnosus susu CHCC12697°nin siitiin  fermantasyonu swrasinda mevcut
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olmas1 durumunda, Mucor ssp’nin daha belirgin bilyiime inhibisyonu

gozlemlenmektedir.

SEKIL 10, Lactobacillus rhamnosus CHCC14226 ile yogurt iizerinde yapilan
yikleme calismasini gostermektedir. P. brevicompactum (M), P. commune
(M6), A. versicolor (M7) ve P. crustosum (M10), yalnizca baglatict kiiltiir YF-
L901 (iist sira) ile veya baglatici kiiltir ve HOLDBAC™ YM-B Kkiiltiiriiyle (orta
sira) fermente edilmis siitten yapilmis yogurtta iyl biiyiimektedir. Bunun aksine,
Lactobacillus rhamnosus CHCC14226 susunun siit fermantasyonu sirasinda
mevcut olmast (alt swa) durumunda, test edilen kiiflerin tamami inhibe

edilmistir.

SEKIL 11, tvarogta K. lactis’e kars1 Lactobacillus paracasei CHCC12777 ve
Lactobacillus  rhamnosus CHCCI12697  suglarmin  engelleyici  etkilerinin
kantitatif olarak belirlenmesini  gbstermektedir. K. lactis  bilylimesinin
fermantasyondan once baslanct  kiltir CHN-19 ile birlikte asilanan
Lactobacillus paracasei susu CHCC12777 mevcudivetinde ve Lactobacillus
rhamnosus susu CHCC12697 mevcudivetinde inhibe edildigi gosterilmistir.
Her iki sus, yani Lactobacillus paracasei susu CHCC12777 ve Lactobacillus
rhamnosus susu CHCC12697, ticari kiiltir HOLDBAC™ YM-B’ye kiyasla
carpici bir sekilde daha yiiksek inhibisyona sebep olmustur.

SEKIL 12, yogurtta Lactobacillus rhamnosus CHCC14226 susunun
Debaromyces hansenii’ye karsit olan engelleyici etkisinin kantitatif olarak
belirlenmesini gostermektedir. D. hansenii biiyiimesi, fermantasyondan Once
baslatici kiiltiir YF-L901 ile birlikte asilanan Lactobacillus rhamnosus susn
CHCC14226 mevcudiyetinde inhibe edilmistir. Sus, ticari  kiiltiir
HOLDBAC™ YM-B’ye kiyasla carpict bir sekilde daha yiiksek inhibisyona

sebep olmustur.

BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASI
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Tammlar

Burada kullanildig gibi, “laktik asit bakterisi”, baskin olarak iretilen asit olarak
laktik asit dahil asitlerin uretimiyle sekerleri fermente eden gram-pozitif,
mikroaerofilik veya anaerobik bakteriyi belirtmektedir. Endistriyel olarak en
kullamiglt laktik asit bakterileri, Lactococcus spp., Streptococcus spp..
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Pseudoleuconostoc spp., Pedi-ococcus spp.,
Brevibacterium spp. ve Enterococcus spp.’yi iceren “Laktobacillaleler” cinsinde
bulunmaktadir. Bunlar, tek basina gida Kkiiltiirleri olarak veya diger laktik asit

bakterileriyle kombinasyon halinde siklikla kullanilmaktadur.

Lactobacillus sp. ve Streptococcus thermophilus bakteri tiirleri dahil, laktik asit
bakterileri, genellikle fermente siit tirini veya peynir gibi sit iiriiniiniin tretilmesi
amaciyla bir fermantasyon kabima veya teknesine dogrudan asilanmasi amaglanan
yigin baslatict ¢ogaltmasina iliskin dondurulmus veya dondurularak kurutulmus
killtiirler veya “Direct Vat Set” (DVS) kiiltiirii olarak adlandirilan kultiirler
seklinde siit endiistrisine tedarik edilmektedir. Bu tiir laktik asit bakteriyel
kiiltiirler, genellikle “baslatict kiiltiirler” veya “baslaticilar” olarak ifade

edilmektedir.

Burada “mezofil” terimi, en iyi ilimli sicakliklarda (15°C ila 40°C) gelisen mikro
organizmalan ifade ectmektedir. Endistriyel olarak en kullamgh mezofilik
bakteriler, Lactococcus spp. ve Leuconostoc spp.’yl igermektedir. Burada
“mezofilik fermantasyon” terimi, takriben 22°C ile takriben 35°C arasindaki bir
sicaklikta olan fermantasyonu ifade etmektedir. “Mezofilik olarak fermente
edilmis siit {iriinii” terimi, mezofilik baslatici kiiltiiriiniin mezofilik fermantasyonu
vasitasiyla hazirlanan fermente siit iiriinlerini ifade etmekte ve tereyagi, eksimis
(kesilmisg) siit, kiiltiirii yapilmis siit, kaymak, eksi krema ve kuark, tvarog ve krem

peynir gibi taze peynir seklindeki bu tiir fermente siit iirlinlerini icermektedir.
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“Termofil” terimi, burada en iyi 43°C’nin tizerindeki sicakliklarda gelisen mikro
organizmalan ifade etmektedir. Endistriyel olarak en kullamgh termofilik
bakteriler, Streptococcus spp. ve Lactobacillus spp.’yi icermektedir. “Termofilik
fermantasyon” terimi burada, takriben 35°C ila takriben 45°C gibi 35°C’nin
tizerindeki bir sicaklikta olan fermantasyonu ifade etmektedir. “Termofilik olarak
fermente edilmis siit {irinii” terimi, bir termofilik baglatict kiiltiiriin termofilik
fermantasyonu vasitasiyla hazirlanan fermente siit iirlinlerini ifade etmekte ve
siizme yogurt, ¢cirpilmis yogurt ve ayran (kefir) gibi bu tiir fermente siit tirlinlerini

icermektedir.

“Siit” terimi, inekler, koyunlar, kegiler, bufalolar veya develer gibi herhangi bir
memelinin sagilmasi vasitasiyla elde edilen lakteal sekresyon seklinde
anlasilmaktadir. Tercih edilen bir yapilandirmada, siit, inek siiti olmaktadir. Siit
terimi, ayn1 zamanda Ornegin soya siitii gibi bitki malzemelerinden yapilmis

protein/yag soliisyonlarnni icermektedir.

“Siit substrat1” terimi, mevcut bulusun yGntemine gére fermantasyon islemine
sokulabilen herhangi bir ham ve/veya islenmis slit malzemesi olabilmektedir.
Dolayisiyla kullanisl siit substratlart, bununla simrh olmamak iizere, tam veya az
yagl siit, yagsiz siit, tereyagi, yeniden yapilandirilmis siit tozu, koyulastirilmis
siit, siit tozu, peynir alti suyu, peynir alti suyu siiziintiisii, laktoz, laktozun
kristallestirilmesinden elde edilen ana sivi, peynir alti suyu protein konsantresi
veya krema gibi herhangi bir siit veya siit benzeri iiriiniin
soliisyonunu/siispansiyonunu igermektedir. Agikgasi, siit substrati, herhangi bir
memeliden kaynaklanabilmekte, ornegin bilyiik oOlciide saf memeli siitii veya

yeniden yapilandirilmis siit tozu olabilmektedir.

Fermantasyondan once, siit substrati, teknikte bilinen yontemlere gore homojenize

ve pastorize edilebilmektedir.

"Homojenize etme” terimi, burada kullanildig1 gibi, ¢dziinebilir siispansiyon veya
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emiilsiyon elde etmek i¢in yogun karigtirma yapilmasi anlamina gelmektedir.
Homojenlestirme igleminin fermantasyondan ¢nce gergeklestirilmesi durumunda,
siit yagimin siitten artitk aynismayacak sekilde daha kiigiik boyutlar halinde
parcalanmasi icin gerceklestirilebilmektedir. Bu iglem, siitiin kiiclik agizlarin

icinden yiiksek basincta ittirilmesi vasitasiyla gergeklestirilebilmektedir.

"Pastorize etme” terimi, burada kullanildig1 gibi, mikro organizmalar gibi canli
organizmalarin mevcudiyetinin indirgenmesi veya ortadan kaldirilmasi icin siit
substratimn islenmesi anlamina gelmektedir. Tercihen, pastorizasyon islemi,
belirtilen bir siire boyunca belirtilen bir sicakhifin korunmasi vasitasiyla elde
edilmektedir. Belirtilen sicaklik, genellikle 1sitma islemi vasitasiyla elde
edilmektedir. Sicaklik ve siire, zararli bakteriler gibi belirli bakterileri dldiirmek
veya etkisiz hale getirmek i¢in secilebilmektedir. Bunu hizh bir sogutma adimi

takip edebilmektedir.

Mevcut bulusun yontemlerindeki “fermantasyon”, mikro organizmanin etkisi
vasitasiyla karbonhidratlarin alkollere veya asitlere doniistiriillmesi anlamina
gelmektedir. Tercihen, mevcut bulusun vontemlerindeki fermantasyon, laktozun

laktik aside déniistiiriillmesini icermektedir.

St iiriinlerinin tiretiminde kullamlacak fermantasyon islemleri, 1yi bilinmekte ve
teknikte uzman kisiler, sicaklik, oksijen, mikro organizmanin(larin) miktan veya
karakteristik Ozellikleri ve islem siiresi gibi uygun islem kosullarinin nasil
secilecegini bilecektir. Acgikgasi, fermantasyon kosullari, mevcut bulusun elde
edilmesini desteklemek, diger bir ifadeyle kati (peynir gibi) veya sivi bicimde

(fermente siit iiriinii gibi) siit iirlinii elde etmek i¢in secilmektedir.

Burada “istenmeyen mikro organizmalar” terimi, patojenik olan ve/veya gida,
yem veya farmasdotik liriinleri bozabilen mayalar gibi bakteriler ve mantarlar gibi
mikro organizmalar ifade etmektedir.

Istenmeyen mikro organizmalarla ilgili olan “inhibe etmek™ ve “inhibe edici”
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terimleri, 6rne@in antimikrobiyal bilesim igeren gida iriinlerinde ve/veya gida
triinlerinin yiizeyinde istenmeyen mikro organizmalarin konsantrasyonunun veya
sayisinin  veya biiylimesinin, bu tiir antimikrobiyal bilesim igermeyen gida
iiriinlerinde ve/veya gida lriinlerinin yiizeyinde daha diisiik olmasi anlamina

gelmektedir.

Mevcut baglamda, “mutant” terimi, Grnegin genetik miihendisligi, radyasyon
ve/veya kimyasal islem vasitasiyla mevcut bulusun bir susundan tiiretilen bir sus
seklinde anlasilmalidir. Mutantin fonksiyonel olarak muadil bir mutant olmasi,
Ornegin ana susla biiylik Ol¢lide ayn1 veya gelismis ozelliklere (Srnegin diasetil
tiretimi, viskozite, jel katuligi, agyz kaplamasi, aroma, post-asidifikasyon,
asidifikasyon hizi ve/veya faj saglamligi bakimindan) sahip olan bir mutant olmasi
tercih edilmektedir. Ozellikle “mutant” terimi, meveut bulusun bir susunun etan
metan siilfonat (EMS) veya N-metil-N’-nitro-N-nitroguanidin (NTG), UV 1181
dahil konvansiyonel olarak kullanilan herhangi bir mutajen olusturma iglemine
sokulmasi vasitasiyla elde edilen bir susu veya kendiliginden meydana gelen bir
mutanti ifade etmektedir. Bir mutant, bircok mutajen olusturma islemine (tek islem,
bir mutajen olusturma adumuni takiben bir tarama/seleksiyvon adimu seklinde
anlasilmalidir) sokulmus olabilmekte, ancak halihazirda 20°den daha az veya 10°dan
daha az veya S5’ten daha az islemin (veya tarama/seleksiyon adiminin)
gerceklestirilmesi tercih edilmektedir. Halihazirda tercih edilen bir mutantta,
bakteriyel genomdaki niikleotidlerin %5’inden daha azi, veya %1’inden daha azi
veya hatta %().1’inden daha az1 diger niikleotidle degistirilmis olmakta veya ana suga

kiyasla silinmis olmaktadir.

Mevcut bulusun tarif edilmesi baglaminda (6zellikle asagidaki istemler
baglaminda) “bir” terimi ve benzeri gondergelerin kullaniminin, aksi burada
belirtilmedikce veya baglam acikca aksini belirtmedik¢e hem tekil hem de cogul
anlam1 kapsadifn seklinde yorumlama yapilmalidir. “Iceren”, ‘“sahip olan”,
“barindiran” ve *“ihtiva eden” terimler, aksi belirtilmedik¢e acik uglu terimler

(diger bir ifadeyle “bununla sinirli olmamak iizere ... y1 iceren” anlamina gelen)
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seklinde yorumlanmalidir. Burada deger araliklarimin anlatilmasi, sadece aksi
belirtilmedik¢e arahi@in kapsamina giren her bir ayrn degere ayn ayn atif
yapilmasina yonelik stenografi yontemi olarak gérev yapmasi amaclanmakta ve
her bir ayrt deger, burada ayn ayr belirtilmis sekilde tarifnameye dahil
edilmektedir. Burada tarif edilen yontemlerin tamami, aksi belirtilmedikce veya
baglam acikga aksini  belirtmedik¢e herhangi uygun bir diizende
gerceklestirilebilmektedir. Orneklerin herhangi biri ve tamam veya 6rnekleyici

bir dilin (6rnegin “gibi”’) kullanimi burada saglanmaktadir.

Mevcut bulusun uygulanmasi ve vonleri

Mevcut bulus sahipleri, kiifler ve mayalar gibi istenmeyen mikro organizmalara
karsi verimli olan iki farkli laktik asit bakteri susunun birini veya bir karisimin
iceren bir antimikrobiyal bilesim saglamak amaciyla kapsamli tarama ve arastirma

yapmistir.

Mevcut bulus sahipleri, mayalar ve kiifler gibi ¢ok sayida mikro organizmalara
karst en verimli tek veya iki sus kombinasyonlarini bulmak amaciyla 200
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei ve Lactobacillus rhamnosus

adayi arasinda tarama yapmstir.

Taramalar, ilgili baglatic1 kiiltiiriin biyokoruyucu adaylar olsun veya olmasin ilave
edildigi ve mezofilik fermente siit Uriinleriyle ilgili kosullar alunda fermente
edilen mezofilik fermente siit iiriinleri ve ayni zamanda olas: siit bazli besiyerini
taklit eden bir model deneyinde gerceklestirilmistir. Hedef organizmalar,
mezofilik fermente siit diriinlerinden izole edilmistir, Hem Danisco A/S,
Danimarka’dan HOLDBAC™ Kkiiltiirlerinden ve aym zamanda hem laktik asit
bakterileri hem de propiyonik asit bakterilerini ihtiva eden tam HOLDBAC™
YM-B ve HOLD-BAC™ YM-C Kkiiltiirlerinden saflastinlan laktik asit bakterileri,

referans igareti olarak kullanilmstir.
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Lactobacillus paracasei ve Lactobacillus rhamnosus suslan arasindaki on yedi
adayin genellikle 25°C’de test edildiginde referans isareti laktik asit bakterilerinden
daha iyi veya daha fazla 12 gisterge mantan inhibe ettigi kesfedilmistir. Dolayisiyla,
birinci yonde, mevcut bulus, yukarida tarif edilen en az bir Lactobacillus rhamnosus

veya Lactobacillus paracasei susunu iceren bir antimikrobiyal bilesimle ilgilidir.

Tamimlanan aday suslarimin dokuzu, aymi zamanda soguk kosullar altinda test
edildiginde referans isareti laktik asit bakterileriyle ayni aralikta aktiviteler
sergilemis ve ozellikle asagidaki ¢ susun c¢ok verimli oldugu gosterilmistir:
DSM24651 erisim numarasina sahip Lactobacillus paracasei CHCCI12777,
DSM24616 erisim numarasina sahip Lactobacillus rhamnosus CHCC12697 ve
DSM?24652 erisim numarasina sahip Lactobacillus rhamnosus CHCC14226. Bu ii¢
sus, Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonuna (DSMZ) tevdi

edilmistir.

Tek suslann HOLDBAC™ Kkiiltiirlerine kivasla, sise deneyi olarak adlandirilan
deneyde test edildiginde, farkli mayalara karsi etki konusunda daha iyi veya
kiyaslanabilir oldugu gorinmistiir. Dolayisiyla, bu tek suslar, antimikrobiyal
maddeler olarak kullanilmak i¢in oldukca uygun olmaktadir. Dolayisiyla tercih
edilen bir yonde, mevcut bulus, asagidakilerden olusan gruptan secilen en az bir

susu iceren bir antimikrobiyal bilesim saglamaktadir:

DSM24616 erisim numarasi kapsamimda Alman Mikroorganizma ve Hiicre
Kiiltiirleri Koleksiyonu’na (DSMZ) tevdi edilen Lactobacillus rhamnosus
CHCC12697,

DSM24652 erisim numarasi kapsaminda Alman Mikroorganizma ve Hiicre
Kiiltiirleri Koleksiyonu’na (DSMZ) tevdi edilen Lactobacillus rhamnosus

CHCC14226,

DSM24651 erisim numarast kapsaminda Alman Mikroorganizma ve Hiicre
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Kiiltiirleri Koleksiyonu'na (DSMZ) tevdi edilen Lactobacillus paracasei

CHCCI12777 ve

bunlarin mutant suglari, burada mutant suslari, baslangic malzemesi olarak

tevdi edilen susun kullanilmasi vasitasiyla elde edilmektedir.

Ozellikle tercih edilen bir yapilandirmada, mevcut bulusun antimikrobiyal
bilesimi, antimikrobiyal aktivite uygulayan tek madde olarak yukandaki suslarin

birini icermektedir.

Bu suslarin istenmeyen mikro organizmalara karsi olan inhibe edici etkisi,
siselerin asagidaki Ornekler kisminda tarif edildigi gibi uygun bir depolama siiresi

boyunca uygun bir sicaklikta depolanmasi vasitasiyla belirlenebilmektedir.

Genellikle, bu yontemin gergeklestirilmesi gereken uygun sicaklik, spesitik gida,
yem veya farmasotik iiriiniin normalde depolandig ve/veya imal edildigi sicakhiga
bagimli olmaktadir. Siselerin genellikle depolandign sicakliklar, 5°C ile 26°C

arasinda olmakta ve tercihen sicaklik, takriben 8°C olmaktadir.

Sicakliktaki depolama siiresi, gida, yem veya farmasdétik Uriiniin normalde
depolandig siireye (raf 6mrii) bagimhdir. Depolama siiresi, genellikle 7 ila 28 giin

olmakta, tercihen depolama siiresi takriben 21 giin olmaktadir.

2 suslu kombinasyonlar halinde test edildiginde, en etkili tek suslarin
kombinasyonlarimin ilave edilen hiicrelerin toplam konsantrasyonlar: tek suglarin
ve 2 suslu kombinasyonlarin test edilmesine iliskin olarak esit olmasi durumunda
bile tek basina suslarin herhangi birinden daha da iyi oldugu sasirtict bir sekilde
kesfedilmistir. Lactobacillus paracasei CHCC12777 ve Lactobacillus rhamnosus
CHCCI12697 veya Lactobacillus paracasei CHCCI12777 ve Lactobacillus
rhamnosus CHCC14226 kombinasyonlari, HOLDBAC™ YM-B ve Danisco,
Danimarka’dan HOLDBAC™ YM-C referans isareti kiiltiirlerinden daha etkili
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oldugu gériinmiistiir.

Buna bagh olarak, mevcut bulusun tercih edilen yapilandirmasi, en az bir
Lactobacillus rhamnosus susu ve en az bir Lactobacillus paracasei sugunu igeren bir
antimikrobiyal bilesimle ilgili olmakta, burada en az bir Lactobacillus rhamnosus
susu, DSM24616 erisim numarasina sahip Lactobacillus rhamnosus CHCC12697,
DSM24652 erisim numarasina sahip Lactobacillus rhamnosus CHCC14226’den

olusan gruptan secilmektedir.

Diger tercih edilen yapilandirmada, en az bir Lactobacillus paracasei susu,
DSM24651 erisim numarasina sahip Lactobacillus paracasei CHCC12777 den

olusan gruptan secilmektedir.

flave yapilandirmalarda, mevcut bulus, en az bir Lactobacillus rhamnosus susu ve
en az bir Lactobacillus paracasei susunu igeren antimikrobiyal ve daha tercihen

antifungal bilegimleriyle ilgili olmakta, burada

en az bir Lactobacillus rhamnosus susu, DSM24616 erisim numarasina sahip
Lactobacillus rhamnosus CHCC12697, DSM?24652 erisim numarasina sahip

Lactobacillus rhamnosus CHCC14226°dan olusan gruptan secilmektedir; ve

en az bir Lactobacillus paracasei sugsu, DSM24651 erisim numarasina sahip

Lactobacillus paracasei CHCC12777 den olusan gruptan secilmektedir.

En az Lactobacillus rhamnosus CHCC12697 ve Lactobacillus paracasei
CHCCI12777yi iceren bir antimikrobiyal bilesim ozellikle tercih edilmektedir.
Benzer sekilde, en az Lactebacillus rhamnosus CHCC14226 ve Lactobacitlus
paracasei CHCCI12777yi iceren bir antimikrobiyal bilesimi, 6zellikle mevcut
bulusa gore tercih edilmektedir.

Antimikrobiyal bilesim, tipik olarak, 6rnegin en az 10° cfu/g, ornegin en az 10°

cfu/g, omegin en az 107 cfu/g, Smegin en az 10° cfu/g, drnegin en az 10° cfu/g,
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omegin en az 10'° cfu/g, Srmegin en az 10" cfu/g gibi, bir gram bilesim bagmna en az
10" cfu dahil, bir gram bilesim bagina 10* ila 10" cfu (koloni olusturan birim)
aralifinda olan canh hiicre konsantrasyonuna sahip dondurulmus, kurutulmus
veya dondurularak kurutulmus konsantre maddeler dahil konsantre bicimdeki
bakterileri igcermektedir. Dolayisiyla, mevcut bulusun antimikrobiyal bilesimi,
tercthen dondurulmus, kurutulmus veya dondurularak kurutulmus bicimde, drnegin
Direct Vat Set (DVS) kiiltiiri seklinde mevcut olmaktadir. Ancak, burada kullanildigi
gibi, antimikrobiyal bilesim, ayni zamanda su veya PBS tamponu gibi bir sivi
besiyerinde dondurulmus, kurutulmus veya dondurularak kurutulmus hiicre
konsantrelerinin siispansiyonundan sonra elde edilen bir sivi da olabilmektedir.
Mevcut bulusun antimikrobiyal bilesiminin bir siispansiyon olmas: durumunda, canli
hiicrelerin konsantrasyonu, érnedin en az 10° cfu/ml, 6rnegin en az 10° cfu/ml,
rnegin en az 107 cfu/ml, rnegin en az 10° cfu/ml, drnegin en az 107 cfu/ml, Ornegin
en az 10'"° cfu/ml, dredin en az 10" cfu/ml gibi bir ml bilesim basina en az 10* cfu
dahil bir ml bilesim basina 10* ila 10" cfu (koloni olusturan birim) aralifinda

olmaktadir.

Bilesim, ilaveten ek bilesenler olarak, maya ekstraktlari, sekerler ve vitaminler,
ornegin A, C, D, K vitamini veya B vitamini familyasinin vitaminleri gibi besin
maddeleri dahil kriyoprotektanlar ve/veya konvansiyonel katki maddelerini ihtiva
edebilmektedir. Mevcut bulusun bilesimlerine ilave edilebilen uygun
kriyoprotektanlar, mannitol, sorbitol, sodyum tripolifosfat, ksilitol, gliserol,
raffinoz, maltodekstrin, entritol, treitol, wrehaloz, glukoz ve frilkktoz gibi
mikroorganizmalarin  soguk toleransim gelistiren bilesenlerdir. Diger katka
maddeleri, &rnegin karbonhidratlar, aroma maddeleri, mineraller, enzimler

(drnegin peynir mayasi, laktaz ve/veya fosfolipaz) icerebilmektedir.

Lactobacillus rhamnosus susunu ve Lactobacillus paracasei susunu iceren mevcut
bulusun antimikrobiyal bilesimlerinde, Lactobacillus rhamnosus susu ile
Lactobacillus paracasei susu arasindaki oran, drnegin Lactobacillus rhamnosus

bakterilerinin sayisi veya konsantrasyonu ile Lactobaciilus paracasei bakterilerinin
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say1s1 veya konsantrasyonunun orani, tercihen 1:100 ila 100:1, tercihen 1:10 ila 10:1

olmaktadir.

Mevcut bulusun antimikrobiyal bilesimi, mayalarla ve kiiflerle kontaminasyona
ve/veya mikrobiyal bozulmaya yatkin olan herhangi bir gida, yem ve farmasotik
iiriinle baglantili olarak kullanilabilmektedir. Bunlar, bununla sinirli olmamak
iizere, tlirev Uriinleri, tahil ve tahildan tiiretilmis iiriinler, siit iiriinleri, et, kiimes
hayvanlar1 ve deniz mahsulleri dahil meyve ve sebzeleri icermektedir. Tercih
edilen bir yapilandirmada, mevcut bulusun bilesimleri, yogurt, tvarog, eksi krema,
krem peynir ve benzeri gibi siit iirlinlerinin hazirlanmasinda bir katki maddesi

olarak kullamlmaktadir.

Mevcut bulusa gore antimikrobiyal bilegim, ayn1 zamanda mantarlar ve bakteriler
ve  bunlarin  kansimlarindan  olugsan  gruptan  secilen  istenmeyen
mikroorganizmalarin inhibe edilmesi i¢in kullanilabilmektedir. Mevcut bulusun
bilesimleri, &zellikle siit fermantasyon islemlerinde oldugu gibi, siit endiistrisi
islemlerinde vyaygin olarak bilinen Kkirletici maddeler olan mantarlar ve
bakterilerin biiyiimesinin inhibe edilmesi ve/veya O&nlenmesi icin kullanish

olmaktadar.

Tercih edilen bir yapilandirmada, mevcut bulusun antimikrobiyal bilesimleri,
mayalar ve kiifler gibi mantarlara karsi kullamlmaktadir. Bu, bilesimlerin siit
endiistrisi iglemlerinde, dzellikle siit fermantasyon islemlerinde kontaminasyona
sebep olan mantarlarin biiyiimesinin inhibe edilmesi ve/veya ©nlenmesi icin
kullanilmast anlamina gelmektedir. Mevcut bulusun antimikrobiyal bilesimleri,
ornedin Klyveromyces (drnegin, K. marxianus, K. lactis), Pichia (drnegin, P.
fermentans), Yarrowia (drnegin, Y. lipolytica), Candida (drnegin, C. sake), ve
benzeri cinsi mayalar gibi mayalar; veya Penicillium (drnegin, P. nalgiovense, P.
commune, P. crustosum, P. brevicompactum, P. glabrum), Mucor spp.,
Cladiosporium ssp., Aspergillus (drnegin, A. versi-color), Debaromyces (drnegin,

D. hansenii), ve benzeri cinsi kiifler gibi kiiflerin biiyiimesinin inhibe edilmesi
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ve/veya onlenmesi icin kullanilabilmektedir. Ozellikle Klyveromyces marxianus,
Yarrowia lipolytica, Penicillium nalgiovense, Cladiosporium ssp., Penicillium
commune, Mucor ssp., Penicillium brevicompactum, Aspergillus versicolor,
Penicillium crustosum, Kluyveromyces lactis, vefveya Debaromyces hansenii
tirlerinin biiylimesinin inhibe edilmesi ve/veya onlenmesi i¢in mevcut bulusun

antimikrobiyal bilesimlerinin kullanilmasi tercih edilmektedir.

Mevcut bulusun birinci yOniine gore antimikrobiyal bilesim, ayni zamanda
patojenik mantarlarla, tercihen patojenik mayalarla olan enfeksiyonlarin tedavi

edilmesine yonelik bir farmasétik iirtin olarak da kullanilabilmektedir.

Yukanda da bahsedildigi gibi, mevcut bulus, bir yonde, mevcut bulusun birinci
yoniindeki antimikrobiyal bilesimleri iceren bir gida, yem veya farmasétik iiriine

yoneliktir.

Tercih edilen bir yapilandirmada, bu tiir bir gida iiriini, meyve ve meyvelerden
tiiretilen iirlinler, sebze ve sebzeden tiiretilen iiriinler, tahil ve tahildan tiiretilen
iiriinler, siit iirlinleri, et, kiimes hayvanlari ve deniz mahsulleri ve bunlarin

kansimlarindan olusan gruptan segilmektedir.

Daha tercih edilen bir yapilandirmada, gida diriinii, bir siit iiriinii, tercihen taze
peynir, yogurt, eksi krema veya tvarog gibi mezofilik veya termofilik fermente siit

iirtinii olmaktadir.

Diger tercith edilen yapilandirmada, gida iiriinii et veya kiimes hayvanlan

olmaktadir.

Tercih edilen bir yapilandirmada, farmasdtik iiriin, mevcut bulusun birinci yéniine
gore antimikrobiyal bilesimin patojenik mikroorganizmalart inhibe etmek
amaciyla bir insana veya bir hayvana wuygulanmasi ve patojenik

mikroorganizmalarla ilgili semptomlarin yatistirilmas: i¢in kullamsh olan bir
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triindiir. Bu tiir semptom Ornekleri, maya enfeksiyonuyla ilgili semptomlari
icermektedir. Bu tiir bir yapilandirmada, farmasétik iiriin, antimikrobiyal bilesimi
igeren bir birim dozaj bi¢cimi olabilmektedir. Tercihen, birim dozaj bicimi, bir
kapsiil veya bir tablet olmaktadir. Ancak, birim dozaj bigimi, ayni zamanda
mukozaya veya cilde uygulanmak icin de uygun olabilmekte ve dolayisiyla

macun, krem, merhem ve benzeri bigimde olabilmektedir.

Mevcut bulusun diger yonii, gida, yem veya farmasotik liriin imalati sirasinda
mevcut bulusun besinci yoniine gbre antimikrobiyal bilesimin ilave edilmesini
iceren, mevcut bulusun besinci yoniine gore bir gida, yem veya farmasétik liriiniin

imal edilmesine iliskin bir yontemle ilgilidir.

Tercih edilen bir yapilandirmada, en az bir Lactobacillus rhamnosus veya
Lactobacillus paracasei susunun konsantrasyonu, 1x10° cfu/g, tercihen en az 5x10°
cfu/g, en ¢ok tercihen en az 1x10° cfu/g, veya en az 1x10° cfu/ml, tercihen en az
5x10° cfu/ml, en cok tercihen en az 1x10® cfu/mi, gida, yem veya farmasotik iiriin,
veya gida, yem veya farmasotik iiriiniin yiizeyinin 1x10° cfu/em’, tercihen en az

1x10° cfu/em?, en ¢ok tercihen en az 1x107 cfu/cm?® si olmaktadur.

(Gida, yem veya farmasotik tirliniin en az bir Lactobacillus rhamnosus susunu ve
en az bir Lactobacillus paracasei susunu igeren bir bilesimin ilave edilmesi
vasitasiyla imal edildigi durumda, en az bir Lactobacillus rhamnosus susu ve en az
bir Lactobacillus paracasei susu konsantrasyonun her biri en az 1x10° cfu/g veya her
biri en az 1x10° cfu/ml gida, yem veya farmasotik iiriin veya her biri gida, yem
veya farmasétik firiiniin yiizeyinin en az 1x10° cfu/em?'si olmaktadir. Tercihen, en
az bir Lactobacillus rhamnosus susu ve en az bir Lactobacillus paracasei susu
konsantrasyonunun her biri en az 5x10° cfu/g veya her biri en az 5x10° cfu/ml gida,
yem veya farmasotik {iriin, veya her biri gida, yem veya farmasotik iriiniin
yiizeyinin en az 5x10° cfu/em®si olmaktadir. ilave bir yapilandirmada, en az bir
Lactobacillus rhamnosus susu ve en az bir Lactobacillus paracasei susu

konsantrasyonunun her biri en az 1x10° cfu/g veya her biri en az 1x10° cfu/ml
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gida, yem veya farmasotik triin, veya her biri, gida, yem veya farmasétik tiriiniin

yiizeyinin 1x10” cfu/em™si olmaktadr.

Tercih edilen yapilandirmada, imalat parametreleri, imalat sirasinda kontrol
edilmekte, bu sekilde, en az bir Lactobacillus rhamnosus susu ve en az bir

Lactobacillus paracasei susu konsantrasyonu, artmakta veya sabit kalmaktadir.

Mevcut bulusa gore bir antimikrobiyal bilesim, halihazirda en ¢ok harmanlanabilir
gida, yem veya farmasoétik iriinle kanstirilarak ve/veya bu liiriinlerin iizerine
uygulanarak kullanilmakta, ancak ayni zamanda kat1 gida iriinlerinin yiizeyinin
veya Ornegin enjeksiyon vasitasiyla bu tiir firiinlerin icinin islenmesi de etkili
olmaktadir. Yine diger yapilandirmalarda, bilesim, zeytinyaglh salamura, pane,
baharat ile ovma, jole ile kaplama, renklendirici karisim ve benzeri seklinde de
uygulanabilmekte ve buradaki kilit kriter, antimikrobiyal bilesimin mayalarla ve
kiiflerle kontaminasyona ve bakteriyel bozulmaya wmaruz kalan yiizeyde
saglanmasidir, Yine diger yapilandirmalarda, bilesim, bilesimin gida ambalajina
uygulanmasi ve sonrasinda ambalajin gida ylizeyine uygulanmasi vasitasiyla gida
yiizeyiyle dolayli olarak temas halinde yerlestirilebilmektedir. Kullanilacak optimum
miktar, islenecek belirli bir gida iiriiniiniin bilesimine ve bilesimin gida yiizeyine
uygulanmak icin kullanmlan yOnteme bagimli olmakla birlikte basit bir deney

vasitasiyla da belirlenebilmektedir.

Bu tiir tercih edilen yapilandirmada, yontem, bir veya daha fazla fermantasyon
adimi igermekte ve antimikrobiyal bilesim, bu tiir bir veya daha fazla
fermantasyon adimindan dnce veya sonra veya bu adim sirasinda gida, yem veya

farmasotik trtine ilave edilebilmektedir

Hatta daha da tercih edilen bir yapilandirmada, yontem, bir siit substratinin
Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus ve Leuconostoc’tan segilen cinsin en az
bir susunu 6rmegin en az bir Lactobacillus bulgaricus susu ve en az bir Streptococcus

thermophilus susu veya ornegin en az bir Lactococcus lactis susunun alt tiirQl lactis
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susu, en az bir Leuconostoc mesenteroides susunun alt tiirii cremoris susu ve en az
bir Lactococcus lactis susunun alt turtl diacetylactis susunu iceren bir baslatic

kiiltiirle fermente edilmesini icermektedir.

Mevcut bulusun son yonleri, DSM24616 erisim numarast kapsaminda Alman
Mikroorganizma ve Hiicre Kiildirleri Koleksiyonu'na (DSMZ) tevdi edilen
Lactobacillus rhamnosus CHCC12697, DSM24652 erisim numarasi kapsaminda
Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kiltiirleri Koleksiyonu’na (DSMZ) tevdi edilen
Lactobacillus  rhamnosus CHCC14226 ve DSM24651 erisim numarast
kapsaminda Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu'na

(DSMZ) tevdi edilen Lactobacillus paracasei CHCC12777 ile ilgilidir.

ORNEKLER

Ornek 1: Lb. paracasei CHCC12777 ve Lb. rhamnosus CHCC12697 suslarinin
farklh maya ve kiif kirletici maddelerine kars1 tek bagsina veya kombinasyon

halindeki inhibe edici etkisinin yar1 kantitatif olarak belirlenmesi.

Lb. paracasei CHCC12777 ve Lb. rhamnosus CHCC12697 suslarinin tek basina
ve kombinasyon halindeki inhibe edici etkisinin var1 Kkantitatif olarak
incelenmesine yonelik, taze peynir iiriiniiniin imalat islemine benzeyen bir agar-

testi kullanilmistar:

Tam yagh (agirhk/hacim cinsinden %3.5) homojenize siit, 20 saniye boyunca
79+1°C’de 1s1 ile islenmis ve hemen sogutulmustur. Bir ticari baslatici kiiltiir (F-
DVS CHN-19, Chr. Hansen A/S sirketinden elde edilebilir, Danimarka), 0.1 u/L’de
astlanmus, ve asilanmis siit, 220 ml’lik siselerin icine dagitilmistir. Farkli siselere
5x10° CFU/mI’lik toplam konsantrasyonlarda Lb. paracasei CHCC12777 vel/veya
Lb. rhamnosus CHCC12697 asilanmis ve bir sise, referans olarak kullanilmig ve
yalnizca baslaticr kiiltiir asilanmustir. Tlaveten, %5 oraninda bromkresol moru ve

bromkresol mavisi pH gostergesi, asidifikasyon gdostergesi almak ve hedef
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mayalarin ve kiiflerin biiyiimesinin daha kolay bir sekilde tespit edilmesini
saglayacak mavi/yesil besiyeri rengi elde etmek amaciyla ilave edilmistir.
Sigelerin tamam 29+1°C’de su banyosunda inkiibe edilmis ve 4.60+0.1 pH degeri
elde edilene dek bu kosullarda fermente edilmistir. Fermantasyondan sonra,
siseler buzda hemen sogutulmus ve pihularn ¢ézmek icin hizli bir sekilde
calkalanmistir. Daha sonra fermente siit, 40°C’lik bir sicaklikta 1sitilmig ve
eritilmis ve 60°C’ye sogutulmus olan 40 ml %35 steril agar soliisyonuna ilave
edilmistir. Bu fermente siit ve agar soliisyonu, daha sonra steril Petri kaplarina

dokilmiis ve plakalar, 30 dakika boyunca LAF kabinde kurutulmustur.

Secilen mayalar ve kiifler, swrasiyla Klyveromyces marxianus, Pichia fermentans,
Yarrowia lipolytica ve Candida sake mayalarina iligkin olarak 10*, 10° ve 10°
CFU/nokta’lik konsantrasyonlarda tespit edilmistir. Tam olarak biiyiimiis spor
siispansiyonlari, sirasiyla Penicillium nalgiovense, Mucor ssp., Penicillium
commune ve Cladiosporium ssp., kiifleri icin 1000, 100, 10 kat seyreltilmis veya
seyreltilmeden kullamilmistir, Plakalar, 7£1°C’de inkiibe edilmis ve mayalarin ve

kiiflerin biiyiimesi bakimindan diizenli olarak incelenmistir.

Agar testinin sonuglari, test edilen mayalarin ve kiiflerin tamaminin yalmzca
baslatica kiiltiirle (referans) fermente edilen siitten yapilan agar plakalarinda iyi
biiyidugint gosteren Sekil 1’de sunulmaktadir. Ancak, siit fermantasyonu
sirasinda Lb. paracasei CHCCI12777 veya Lb. rhamnosus CHCCI12697 nin
mevcut olmast durumunda, ortaya ¢ikan plakalar, konsantrasyonlarin tamamina
ilave edilen K. marxianus ve Y. lipolytica’mn biiyiimesini &nlemistir. {laveten, siit
fermantasyonu sirasinda Lb. paracasei CHCCI12777 veya Lb. rhamnosus
CHCCI12697 suglarinin mevcut olmast durumunda, plakalara tevdi edilen kiiflerin
tamamina iliskin carpict bir inhibisyon gozlemlenmistir. Yine, Lb. paracasei
CHCCI12777 ve Lb. rhamnosus CHCC12697 suslannin tek suslar olarak ilave
edilmesi durumunda, bu suglarin P. fermentans veya C. sake suslan izerinde
herhangi bir inhibe edici etkiye sebep oldugu gériinmektedir. Ancak, Lb. paracasei

CHCC12777 ve Lb. rhamnosus CHCC12697 suslarimin her ikisinin de siit
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fermantasyonu sirasinda mevcut olmasi durumunda, P. fermentas biiyime
inhibisyonu, 10* ve 10° CFU/nokta’lik diisiik konsantrasyonlarda tespit edilmesi
durumunda gdézlemlenmis ve Cladiosporium ssp. ve aym zamanda Mucor ssp.
kiifleri, Lb. paracasei CHCC12777 veya Lb. rhamnosus CHCC12697 suslarinin
tek basina ilave edilmesine kiyasla daha fazla inhibe edilmistir. Bu sonuclar, Lb.
paracasei CHCCI12777 ve Lb. rhamnosus CHCCI12697 suslarinin bazi sinerjik

antifungal etkisini gostermektedir.

Ornek 2: Lb. paracasei CHCC12777 ve Lb. rhamnosus CHCC12697 suslarinin
Yarrowia lipolytica maya susuna karsi tek basina veya kombinasyon halindeki

inhibe edici etkisinin kantitatif olarak belirlenmesi.

Lb. paracasei CHCCI12777 ve Lb. rhamnosus CHCC12697 suslarinin tek basina
ve kombinasyon halindeki inhibe edici etkisinin kantitatif olarak incelenmesine

yonelik, taze peynir iriiniiniin imalat islemine benzeyen bir test kullanmilmistir:

Tam yagh (agirhk(hacim cinsinden %3.5) homojenize siit, 20 saniye boyunca
79+£1°C’de 1s1 ile islenmis ve hemen sogutulmustur. Bir ticari baslatici kiiltiir (F-
DVS CHN-19, Chr. Hansen A/S sirketinden elde edilebilir, Danimarka), 0.1 u/L’de
asilanmas, ve asilanmus siit, 1 L’lik giselerin icine daditilmstir. Farkli siselere
5x10° CFU/mI’lik toplam konsantrasyonlarda Lb. paracasei CHCC12777 ve/veya
Lb. rhamnosus CHCC12697 asilannus ve bir sise, referans olarak kullamilmis ve
yalmzca baslaticr kiiltiir agilanmistr. ilaveten, 2 siseye, CHN-19 baslaticr kiiltiirle
birlikte HOLDBAC™ YM-B (50DCU/100L; Danisco A/S, Danimarka) veya
HOLDBAC™ YM-C (20 DCU/100L; Danisco A/S, Danimarka) asilanmistir,
Siselerin tamami 29+1°C’de su banyosunda inkiibe edilmis ve 4.65+0.05 pH
degeri elde edilene dek bu kosullarda fermente edilmistir. Fermantasyondan sonra,
siseler buzda hemen sogutulmus ve pihtilant ¢ézmek icin hizli bir sekilde

calkalanmustir.

Her bir sisenin igeridi, taze peynir iiriiniinden bir kirletici madde olarak daha
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onceden izole edilen bir Yarrowia lipolytica maya susunun asilanmasi icin daha
kiigiik plastik bardaklara dagilmistir. iki ayr bardaga yaklasik 1x10* CFU/g’lik
fermente siit triiniinde nihai Y. lipolytica kontaminasyonu elde etmek amaciyla
hacim/agirlik cinsinden %1 hacim agilanmugtir. Plastik bardaklarin sizdirmazhig
saglanmig ve 8+1°C’de depolanmistir. Fermente siit numunelerinden Maya Glukoz
Kloramfenikol (YGC) agar {istiinde salin peptonda yapilan uygun [0 kat
diliisyonlarin kaplanmasi ve sonrasinda 5 giin boyunca 25°C’de aerobik inkiibasyon
islemi yapilmasi vasitasiyla Y. lipolytica kontaminasyonu i¢in diizenli olarak
numune ahnmustr. ilaveten, cesitli fermente siit numunelerinin pH degeri,

depolama stiresi boyunca diizenli olarak dlciilmiistiir.

Sekil 2’de gosterildigi gibi, Y. lipolytica bilyiimesi, fermantasyondan once
baglatuct kiltir CHN-19 ile birlikte tek sug olarak kullamldiginda, Lb. paracasei
CHCCI12777  ve Lb. rhamnosus CHCCI2697  suglanmn her  ikisinin
mevcudiyetinde inhibe edilmistir. Her iki sus, HOLDBAC™ YM-B ve
HOLDBAC™ YM-C’ye kiyasla carpict bir sekilde daha yiiksek inhibisyona
sebep olmustur. ilaveten, bir sinerjik engelleyici etki, her bir susun tek basina
kullanilirken olusturdugu inhibe edici etkive kiyasla, Lb. paracasei CHCC12777
ve Lb. rhamnosus CHCC12697 suslarninin kombinasyon halinde kullanilmasi
durumunda bulunmustur. Kombinasyon halinde kullanildifinda, Lb. paracasei
CHCCI12777 ve Lb. rhamnosus CHCC12697 suslan, fermente siit iiriiniinde Y.
lipolytica maya susuna iliskin elde edilen maksimum hiicre sayimim ve aymi
zamanda gecikme fazim dramatik dlgide etkilemis ve bu sinerjik etki, bu tip

iiriinlerin raf Gmriiniin uzatilmasina katk: saglayabilmektedir.

Ornek 3: Lb. paracasei CHCCI12777 ve Lb. rhamnosus CHCC14226 suslarinin
farkli maya ve kiif kirletici maddelerine karsi tek basina veya kombinasyon

halindeki inhibe edici etkisinin yar1 kantitatif olarak belirlenmesi.

Lb. paracasei CHCC12777 ve Lb. rhamnosus CHCC14226 suslarinin tek basina

ve kombinasyon halindeki inhibe edici etkisinin yari kantitatif olarak
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incelenmesine yonelik, taze peynir iiriiniiniin imalat islemine benzeyen bir agar-

testi kullanilmistar:

Tam yagh (agirhk/hacim cinsinden %3.5) homojenize siit, 20 saniye boyunca
79+1°C’de 1s1 ile islenmis ve hemen sogutulmustur. Bir ticari baslatici kiiltiir (F-
DVS CHN-19), 0.1 v/L’de asilanmis, ve astlanmus siit, 220 ml’lik siselerin i¢ine
dagitlmustir. Farkli siselere 5x10° CFU/ml’lik toplam konsantrasyonlarda Lb.
paracasei CHCCI12777 ve/veya Lb. rhamnosus CHCC14226 agilanmuis ve bir sise,
referans olarak kullamlmig ve yalnizca baglatici kiiltiir asilanmustir. flaveten, %35
oraninda bromkresol moru ve bromkresol mavisi pH gostergesi, asidifikasyon
gostergesi almak ve hedef mayalarin ve kiiflerin biiylimesinin daha kolay bir
sekilde tespit edilmesini saglayacak mavi/yesil besiyeri rengi elde etmek amaciyla
ilave edilmigtir. Siselerin tamami 29+1°C’de su banyosunda inkiibe edilmig ve
4.60+£0.1 pH degeri elde edilene dek bu kosullarda fermente edilmistir.
Fermantasyondan sonra, siseler buzda hemen sogutulmus ve pihtilan ¢ézmek icin
hizl1 bir sekilde ¢alkalanmigtir. Daha sonra fermente siit, 40°C’lik bir sicaklhikta
1sitilmis ve eritilmis ve 60°C’yve sogutulmus olan 40 ml %35 steril agar soliisyonuna
ilave edilmistir. Bu fermente siit ve agar soliisyonu, daha sonra steril Petri

kaplarina dokiilmiis ve plakalar, 30 dakika boyunca LAF kabinde kurutulmustur.

Secilen mayalar ve kiifler, sirasiyla Klyveromyces marxianus, Pichia fermentans,
Yarrowia lipolytica ve Candida sake mayalarnna iligkin olarak 10*, 10° ve 10
CFU/nokta’lik konsantrasyonlarda tespit edilmistir. Tam olarak biiyiimiis spor
siispansiyonlar, sirasiyla Penicillium nalgiovense, Mucor ssp., Penicillium
commune ve Cladiosporium ssp., kiifleri icin 1000, 100, 10 kat seyreltilmis veya
seyreltilmeden kullanilmistir. Plakalar, 7+1°C’de inkiibe edilmis ve mayalarin ve

kiiflerin biiyiimesi bakimindan diizenli olarak incelenmistir.

Agar testinin sonuglari, test edilen mayalarin ve kiiflerin tamaminin yalmzca
baslatici kiiltiirle (referans) fermente edilen siitten yapilan agar plakalarinda iyi

biiyidigint gosteren Sekil 3'te sunulmaktadir. Ancak, siit fermantasyonu
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sirasinda Lb. paracasei CHCC12777 nin mevcut olmasi durumunda, ortaya ¢ikan
plakalar, konsantrasyonlarin tamamina ilave edilen K. marxianus ve Y.
lipolytica’mn biiyiimesini Onlemigtir. Aym1 zamanda Lb. rhamnosus CHCC14226
susuna iligkin olarak, ortaya ¢ikan plakalar, yine ilave edilen konsantrasyonlarin
tamaminda K. marxianus biiylimesini ve ayni zamanda ilave edilen iki en diisiik Y.
lipolytica konsantrasyonunun biiylimesini dnlemistir. Lb. paracasei CHCCI12777
veva Lb. rhamnosus CHCC14226 suslaninin tek sus seklinde ilave edilmesi
durumunda, bunlar yine ilave edilen daha diigiik P. fermentans konsantrasyonlarinda
hafif engelleyici etkiye sebep oldugu goriinmektedir. Ancak, siit fermantasyonu
sirasinda hem Lb. paracasei CHCCI12777 hem de Lb. rhamnosus CHCC14226
susunun mevcut olmast durumunda, P. fermentans biiyiimesi, 10° CFU/nokta’lik en
diisiik konsantrasyonlarda ilave edildiginde onlenmistir. Kiiflere iliskin olarak, siit
fermantasyonu sirasmda Lb. paracasei CHCCI2777 veya Lb. rhamno-sus
CHCC14226  susunun mevecut olmas:  durumunda c¢arpict  bir  inhibisyon
gozlemlenmistir. Lb. paracasei CHCCI12777 ve Lb. rhamnosus CHCC14226
kombinasyonunun kullamlmas1 durumunda, Cladiosporium ssp. biiyiimesi, Lb.
paracasei CHCC12777 veya Lb. rhamnosus CHCC14226 suslarinin tek basina ilave
edilmesine kivasla daha fazla inhibe edilmistic. Bu sonuclar, Lb. paracasei
CHCCI12777 ve Lb. rhamnosus CHCC14226 svslarinin bazi sinerjik antifungal

etkisini gostermektedir.

Ornek 4: Lb. paracasei CHCC12777 ve Lb. rhamnosus CHCC14226 suslarinin
Klyveromyces marxianus maya susuna karst tek basina veya kombinasyon

halindeki inhibe edici etkisinin kantitatif olarak belirlenmesi.

Lb. paracasei CHCCI12777 ve Lb. rhamnosus CHCC14226 suslarinin tek basina
ve kombinasyon halindeki inhibe edici etkisinin var1 kantitatif olarak
incelenmesine yonelik, taze peynir iiriiniiniin imalat islemine benzeyen bir test

kullanilmastir:

Tam yagh (agirhik/hacim cinsinden %3,5) homojenize siit, 20 saniye boyunca
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79+1°C’de 11 ile islenmis ve hemen sogutulmustur. Bir ticari baslatict kiltiir (F-
DVS CHN-19), 0.1 u/L’de asilanmis, ve asilanmus siit, 1 L’lik siselerin igine
dagitilmistir. Farkh siselere 5x10° CFU/ml'lik toplam konsantrasyonlarda Lb.
paracasei CHCC12777 ve/veya Lb. rhamnosus CHCC14226 agilanmis ve bir sise,
referans olarak kullanilmis ve yalmzca baslatict kiiltiir asilanmustir. Ilaveten, 2
siseye, CHN-19 baslatici kiiltiirle birlikte HOLDBAC™ YM-B (50DCU/100L)
veya HOLDBAC™ YM-C (20 DCU/100L) asilannustir. Siselerin tamami
29+1°C’de su banyosunda inkiibe edilmis ve 4.65£0.05 pH degeri elde edilene
dek bu kosullarda fermente edilmistir. Fermantasyondan sonra, siseler buzda

hemen sogutulmus ve pihtilar1 ¢cdézmek ic¢in hizli bir sekilde calkalanmistir.

Her bir sisenin iceridi, taze peynir iiriiniinden bir kirletici madde olarak daha
onceden izole edilen bir Klyveromyces marxianus maya susunun asilanmas i¢in
daha kiiciik plastik bardaklara daginlmstr. ki ayn bardaga yaklasik 1x10°
CFU/g’lik fermente siit Uiriiniinde nihai K. marxianus kontaminasyonu elde etmek
amaciyla %1 (agirhk/hacim cinsinden) hacim asilanmistir. Plastik  bardaklarn
sizdirmazh@ saglanmis ve 8£1°C’de depolanmistir. Fermente siit numunelerinden
Maya Glukoz Kloramfenikol (YGC) agar uistiinde salin peptonda vapilan uygun 10
kat diliisyonlarin kaplanmasi ve sonrasinda 3 ila 5 giin boyunca 25°C’de aerobik
inkiibasyon islemi yapilmas1 vasitasiyla K. marxianus kontaminasyonu icin diizenli
olarak numune alinmigtir. [laveten, cesitli fermente siit numunelerinin pH degeri,

depolama siiresi boyunca diizenli olarak &l¢tilmustiir.

Sekil 4’te gosterildigi gibi, K. marxianus bilyiimesi, fermantasyondan &nce
baslatici kiiltiir CHN-19 ile birlikte tek sus olarak kullamildiginda, Lb. paracasei
CHCCI12777 ve Lb. rhamnosus CHCCI4226 suslarinin her  ikisinin
mevcudiyetinde inhibe edilmistir. Ornek 2’de gorilldiigii gibi, Lb. paracasei
CHCC12777, aym zamanda HOLDBAC™ YM-B ve HOLDBAC™ YM-C
kiiltiirlerine kiyasla carpici bir sekilde daha yiiksek K. Marxianus inhibisyonuna
sebep olurken Lb. rhamnosus CHCC14226 susunun sebep oldugu inhibisyonun
HOLDBAC™ Kiiltiirleriyle aym seviyede oldugu kesfedilmistir. Bir sinerjik
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engelleyici etki, her bir susun tek bagina kullanilirken olusturdugu inhibe edici
etkiye kiyasla, Lb. paracasei CHCCI12777 ve Lb. rhamnosus CHCC14226
suslammin ~ kombinasyon halinde kullamilmasi  durumunda  bulunmustur.
Kombinasyon halinde kullamldiginda, Lb. paracasei CHCCI2777 ve Lb.
rhamnosus CHCCI14226 suslari, fermente siit iiriiniinde K. marxianus maya
susunun daha yavas bilylimesine yol acmis ve boylelikle, bu tip {iriinlerin raf

omriiniin uzatilmasina katki saglayabilmektedir.

Ornek 5: Lb. paracasei CHCC14676 ve Lb. rhamnosus CHCC5366 suslarinin
farklh kiif kirletici maddelerine karsi tek basina veya kombinasyon halindeki

inhibe edici etkisinin yan kantitatif olarak belirlenmesi.

Lb. paracasei CHCC14676 ve Lb. rhamnosus CHCC3366 suslarinin tek basina ve
kombinasyon halindeki inhibe edici etkisinin yar1 kantitatif olarak incelenmesine

yonelik, yogurt tirliniiniin imalat islemine benzeyen bir agar-testi kullamlmigtir:

Homojenize siit (agirlik/hacim cinsinden %1.,5 yag), bes dakika boyunca 95°C’de
151 ile islenmis ve hemen sogutulmustur. Bir ticari baslatict kiiltiir (F-DVS YC-
350, Chr. Hansen A/S sirketinden elde edilebilir, Danimarka), %0,02’de asilanmuis,
ve siit, 220 ml’lik siselerin icine dagitilmustir. Siselere ilaveten 1x10" CFU/ml’lik
toplam konsantrasyonlarda sirasiyla Lb. paracasei CHCC14676, Lb. rhamnosus
CHCC5366 ve iki susun kombinasyonu asilanmistir. Baslaticn kiiltiirden daha
fazla asilama yapilmayan bir sise, referans olarak kullanilmisur. [laveten, %5
oraninda bromkresol moru ve bromkresol mavisi pH gostergesi, asidifikasyon
gistergesi almak ve hedef mayalarin ve kiiflerin biliylimesinin daha kolay bir
sekilde tespit edilmesini saglayacak mavi/yesil besiyeri rengi elde etmek amaciyla
ilave edilmistir. Siselerin tamami 43+£1°C’de su banyosunda inkiibe edilmis ve
4.60+0.1 pH degeri elde edilene dek bu kosullarda fermente edilmistir.
Fermantasyondan sonra, siseler buzda hemen sogutulmus ve pihtilart ¢c6zmek i¢in
hizl1 bir sekilde ¢alkalanmistir. Daha sonra fermente siit, 40°C’lik bir sicaklikta

1sitilmis ve eritilmis ve 60°C’ye sogutulmus olan 40 ml %35 steril agar soliisyonuna
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ilave edilmistir. Bu soliisyon, daha sonra steril Petri kaplarina dokiilmis ve

plakalar, 30 dakika boyunca LAF kabinde kurutulmugtur.

Secilen Penicillium nalgiovese (10x), Penicillium commune (100x), Aspergillus
versicolor (100x) ve  Penicillium crustosum (100x) Kkiflerinin  uygun
diliisyonlarindaki tam bilylimiis spor siispansiyonlari, plakalar iistlinde tespit
edilmistir. Plakalar, 7°C’de inkiibe edilmis ve kiiflerin bliyiimesine iliskin olarak

uygun, diizenli araliklarda incelenmistir.

Agar testinin sonuglari, test edilen mayalarin ve kiiflerin tamaminin yalmzca
baslatica kiiltiirle (referans) fermente edilen siitten yapilan agar plakalarinda iyi
biiylidiigiinii gosteren Sekil 5°te sunulmaktadir. Ancak, siit fermantasyonu
sirasinda Lb. paracasei CHCC14676 veya Lb. rhamnosus CHCC5366 nin mevceut
olmas1 durumunda, ortaya c¢ikan plakalar, kiiflerin tamaminin  biiyiimesini
onlemistir. flaveten, siit fermantasyonu sirasinda Lb. paracasei CHCC14676 veya
Lb. rhamnosus CHCCS5366 suslarinin meveut olmas1 durumunda, plakalarda tespit
edilen Penicillium commune, Aspergillus versicolor ve Penicillium crustosum

kiiflerinin tamanuna iliskin ¢arpici bir inhibisyon gézlemlenmistir.

Ornek 6: Lb. paracasei CHCC14676 ve Lb. rhamnosus CHCC14226 suslarinin
farklh kiif kirletici maddelerine karsi tek basina veya kombinasyon halindeki

inhibe edici etkisinin yan kantitatif olarak belirlenmesi.

Lb. paracasei CHCC14676 ve Lb. rhamnosus CHCC14226 suslarinin tek basina
ve kombinasyon halindeki inhibe edici etkisinin yarn kantitatif olarak
incelenmesine yonelik, yogurt triiniiniin 1malat islemine benzeyen bir agar-testi

kullanilmustir:

Homojenize siit (agirhik/hacim cinsinden %1.5 yag), bes dakika boyunca 95°C’de
151 ile islenmis ve hemen sogutulmustur. Bir ticari baslatici kiiltiir (F-DVS

Yoflex® Mild, Chr. Hansen A/S sirketinden elde edilebilir, Danimarka), %0.02°de
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asilanmug, ve siit, 220 ml’lik siselerin icine dafitilmistir. Siselere ilaveten 1x107
CFU/mI’'lik toplam konsantrasyonlarda sirasiyla Lb. paracasei CHCC14676, Lb.
rhamnosus CHCC14226 ve iki susun kombinasyonu asilannustir. Baslatici
kiiltlirden daha fazla asilama yapilmayan bir sise, referans olarak kullanilmigtir.
Ilaveten, %5 oraninda bromkresol moru ve bromkresol mavisi pH gostergesi,
asidifikasyon gostergesi almak ve hedef mayalarin ve kiiflerin biiylimesinin daha
kolay bir sekilde tespit edilmesini saglayacak mavi/yesil besiyeri rengi elde etmek
amaclyla ilave edilmistir. Siselerin tamamu 43+1°C’de su banyosunda inkiibe
edilmis ve 4.60+0.1 pH degeri elde edilene dek bu kosullarda fermente edilmistir.
Fermantasyondan sonra, siseler buzda hemen sogutulmus ve pihtilari ¢ézmek icin
hizli bir sekilde calkalanmistir. Daha sonra fermente siit, 40°C’lik bir sicaklikta
1sttilmis ve eritilmis ve 60°C’ ye sogutulmus olan 40 ml %35 steril agar soliisyonuna
ilave edilmistir. Bu soliisyon, daha sonra steril Petri kaplarina dokiilmiis ve

plakalar, 30 dakika boyunca LAF kabinde kurutulmustur.

Secilen Penicillium nalgiovese (10x), Penicillium commune (100x), Aspergillus
versicolor (100x) ve  Penicillium crustoswm (100x) kiiflerinin  uygun
diliisyonlarindaki tam bilyiimiis spor stispansiyonlari, plakalar iistiinde tespit
edilmistir. Plakalar, 7°C’de inkiibe edilmis ve kiiflerin biiyiimesine iliskin olarak

uygun, diizenlh araliklarda incelenmistir.

Agar testinin sonuglari, test edilen mayalarin ve kiiflerin tamamimin yalmzca
baslanci kiiltiirle (referans) fermente edilen siitten yapilan agar plakalannda iyi
biiylidiiginii gosteren Sekil 6’da sunulmaktadir. Ancak, siit fermantasyonu
sirasinda Lb. paracasei CHCCI14676 veya Lb. rhamnosus CHCC14226 nin
mevcut olmasi durumunda, ortaya ¢ikan plakalar, kiiflerin tamaminin biiyiimesini
onlemistir. {laveten, siit fermantasyonu sirasinda Lb. paracasei CHCC14676 veya
Lb. rhamnosus CHCC14226 suslarinin mevcut olmasi durumunda, plakalarda
tespit edilen Penicillium commune, Aspergillus versicolor ve Penicillium crustosum

kiiflerinin tamamina iliskin ¢arpict bir inhibisyon gdzlemlenmistir.
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Ornek 7: Lb. paracasei CHCC12777 ve Lb. rhamnosus CHCC14226 suglarinin
farklh kiif kirletici maddelerine karsi tek basina veya kombinasyon halindeki

inhibe edici etkisinin yan kantitatif olarak belirlenmesi.

Lb. paracaset CHCC12777 ve Lb. rhamnosus CHCC14226 suslarinin tek basina
ve kombinasyon halindeki inhibe edici etkisinin yarn kantitatif olarak
incelenmesine yonelik, yogurt tiriiniiniin imalat islemine benzeyen bir agar-testi

kullanilmustir;

Homojenize siit (agirlik/hacim cinsinden % 1.5 yag), bes dakika boyunca 95°C’de
181 ile islenmis ve hemen sogutulmustur. Bir ticari baslatica kiiltir (F-DVS YC-
350, Chr. Hansen A/S sirketinden elde edilebilir, Danimarka), %0.02’de asilanmus,
ve siit, 220 ml’'lik siselerin icine dagitilmistir. Siselere ilaveten 1x10" CFU/ml’lik
toplam konsantrasyonlarda sirasiyla Lb. paracasei CHCC12777, Lb. rhamnosus
CHCC14226 ve iki susun kombinasyonu asilanmistir. Baglatici kiiltiirden daha
fazla asilama yapilmayan bir sise, referans olarak kullamlmistr. Tlaveten, %5
oraninda bromkresol moru ve bromkresol mavisi pH gistergesi, asidifikasyon
gostergesi almak ve hedef mayalarin ve Kkiiflerin biiylimesinin daha kolay bir
sekilde tespit edilmesini saglayacak mavi/yesil besiyeri rengi elde etmek amaciyla
ilave edilmistir. Siselerin tamami 43+£1°C’de su banyosunda inkiibe edilmis ve
4.60+0.1 pH degeri elde edilene dek bu kosullarda fermente edilmistir.
Fermantasyondan sonra, siseler buzda hemen sogutulmus ve pihtilar ¢6zmek icin
hizl1 bir sekilde ¢alkalanmistir. Daha sonra fermente siit, 40°C’lik bir sicakhkta
1sitilmig ve eritilmis ve 60°C’ye sogutulmus olan 40 ml %35 steril agar soliisyonuna
llave edilmistir. Bu soliisyon, daha sonra steril Petri kaplarma dokiilmiis ve

plakalar, 30 dakika boyunca LAF kabinde kurutulmustur.

Secilen Penicillium nalgiovese (10x), Penicillium commune (100X}, Aspergillus
versicolor  (100x) ve Penicillium crustoswm  (100x)  kiiflerinin  uygun
diliisyonlarindaki tam bilyiimiis spor siispansiyonlari, plakalar iistiinde tespit

edilmistir. Plakalar, 7°C’de inkiibe edilmis ve kiiflerin biiylimesine iliskin olarak
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uygun, dizenl araliklarda incelenmistir.

Agar testinin sonuglar, test edilen mayalarin ve kiiflerin tamaminin yalmizca
baslanc kiiltiirle (referans) fermente edilen siitten yapilan agar plakalarinda iy
biiylidiiglinii gosteren Sekil 7’de sunulmaktadir. Ancak, siit fermantasyonu
sirasinda Lb. paracasei CHCCI2777 veya Lb. rhamnosus CHCC14226’nin
mevcut olmasi durumunda, ortaya cikan plakalar, kiiflerin tamaminin biiylimesini
onlemistir. [laveten, siit fermantasyonu sirasinda Lb. paracasei CHCC12777 veya
Lb. rhamnosus CHCC14226 suslariin mevcut olmasi durumunda, plakalarda

tespit edilen kiiflerin tamamina iliskin ¢arpici bir inhibisyon gézlemlenmistir.

Ornek 8: Eksi kremada Lacrobacillus paracasei CHCC12777 ile yapilan yikleme

calismasi.

Lactobacillus paracaser susu CHCCI12777'nin tek sus olarak P. commune, A.
versicolor, P. brevicompactum, P. crustosum ve P. glabrum gibi farkh kiifler
iizerindeki inhibe edici etkisinin gorsel olarak incelenmesi igin eksi krema

hazirlanmistr:

Pastorize ¢ok yagh siite %0.01°de heterofermentatif ticari baslatic kiiltiir (F-DVS
DSG-2000, Chr. Hansen A/S sirketinden elde edilebilir, Danimarka) asilanmustir.
Siite ilaveten HOLD-BAC™ YM-B (10DCU/100L) veya Lactobacillus rhamnosus
susu CHCC12777 (5x10° CFU/g) asilanmug ve bir parti, referans olarak

kullamlmis ve yalmzca baslaticr kiiltiir agilanmaisur.

Siit, 4.60+0.05°lik pH degerine ulasilana dek 28°C+1°C’de fermente edilmis ve
daha sonra eksi krema islenmistir. Eksi krema, kanstirilmis ve 20°Cx1°C’ye

sogutulmus ve 7°C+1°C’de depolanmustir.

Eksi kremanin hazirlanmasindan bir giin sonra, 100 spor/nokta’lik bir hedefle
yogurdun yiizeyinde bir noktada birden fazla yogurt kabindaki yiizey Kkirletici

maddeleri olarak farkli kiifler asilanmistir. Kiiflerin biiyiimesi, 45 giin boyunca
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7°C+1°C’de depolandiktan sonra gorsel olarak degerlendirilmistir.

Eksi krema testinin sonuglan, yalmzca baglatc kiiltlirle (iist sira) veya baglatic
kiiltlir ve  HOLDBAC™ YM-B Kkiiltiiriiyle {orta sira) fermente edilen siitten
yapilan eksi kremada P. commune (M6), A. versicolor (MT), P. brevicompactum
M1), P. crustosum (M10) ve P. glabrum (MS8) Kkiflerinin 1yi bir sekilde
bilyiidiigiinii gosteren Sekil 8’de sunulmaktadir. Buna karsilik, siit fermantasyonu
sirasinda Lactobacillus paracasei CHCC12777 nin meveut olmast durumunda (alt

sira), test edilen kiiflerin tamaminin biiyiimesi inhibe edilmistir.

Ornek 9: Tvarogta Lactobacillus rhamnosus CHCC12697 ile yapilan yiikleme

calismasi.

Lactobacillus rhamnosus susu CHCCI12697°nin tek sus olarak mucor ssp.
izerindeki inhibe edici etkisinin gorsel olarak incelenmesi igin tvarog

hazirlanmagtir;

Pastorize az yagl siite %0.01°de ticari baslatici kiiltiir (F-DVS CHN-19, Chr.
Hansen A/S sirketinden elde edilebilir, Danimarka) asilanmustir. Siite ilaveten
HOLD-BAC™ YM-B (5DCU/100L) veya Lactobacillus rhamnosus susu
CHCC12697 (5x10° CFU/g) agilanmis ve bir parti, referans olarak kullamlmig ve

yalmzca baglatic1 kiiltiir agilanmugtir.

Siit, 4.60+0.05°1ik pH degerine ulasilana dek 28°C+1°C’de fermente edilmistir.
Haslama sicakligt, 38 ila 40°C civar olmustur. Siizdiirme igleminden sonra kesmik,

| bar’lik basingla 30 dakika boyunca preslenmistir.

Tvarogun hazirlanmasindan bir giin sonra, 100 spor/nokta’lik bir hedefle tvarog
yiizeyinde (100 g) iic noktaya pipetle aktarmak suretiyle kopya halindeki ylizey
kirletici maddeleri olarak Mucor ssp. asilanmustir. Kiiflerin bityiimesi, 18 giin

boyunca 7°C+1°C’de depolandiktan sonra gorsel olarak degerlendirilmistir.
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Tvarog testinin sonucu, yalmzca baglatict kiltir CHN-19 (Ref.) ile fermente
edilen siitten yapilan tvarogta Mucor ssp.’nin iy1 bir sekilde biiylidiigiinii gdsteren
Sekil 9°da sunulmaktadir. Kiif, ayn1 zamanda baglatic kiiltiir ve HOLDBAC™ YM-
B kiiltiiriyle fermente edilen siitten yapilan tvarogta ivi bir sekilde biiyiimekte ve
baglatici kiiltiir ve HOLDBAC™ YM-C kiltiirityle fermente edilen siitten yapilan
tvarogta ise daha az Olciide biiyiimektedir. Ancak, siitiin fermantasyonu sirasinda
Lactobacillus rhamnosus susu CHCC12697 nin mevcut olmasi durumunda, Mucor
ssp.’nin bilyimesinin carpict bir sekilde daha belirgin bir sekilde inhibe edildigi

gozlemlenmektedir.

Ornek 10: Yogurtta Lactobacillus rhamnosus CHCC14226 ile yapilan yiikleme

caligmasi.

Lactobacillus rhamnosus susu CHCC14226 min tek sus olarak P. brevicompactum,
P. commune, A. versicolor ve P. crustosum gibi farkli kiifler iizerindeki inhibe

edici etkisinin gorsel olarak incelenmesi icin, %1.5 yagh yogurt hazirlanmistir:

Homojenize siit (% 1,5 yag), su banyosunda 1 L’lik siseler halinde 5 dk. boyunca
95°C+£1°C’de 151 ile islenmis ve hemen sogutulmustur. Bir ticari baslatici kiiltiir
(F-DVS YF-L901, Chr. Hansen A/S sirketinden elde edilebilir, Danimarka)
%0.02°’de asilanmigtir. Siite ilaveten HOLD-BAC™ YM-B (20DCU/100L) veya
Lactobacillus rhamnosus susu CHCC14226 (1x10" CFU/ml) asilanmis ve bir sise,

referans olarak kullanmilmis ve yalmzca baslatici kiiltiir asilanmistur.

Sit, 4.60+0.05’lik pH degerine ulasilana dek 43°C+1°C’de fermente edilmistir.
Ortaya ¢ikan yogurt, bardaklara (100 g) dokiilmiis ve 7°C+1°C’de depolanmustir.

Yogurdun hazirlanmasindan bir giin sonra, 100 spor/nokta’lik bir hedefle
yogurdun yiizeyinde bir noktada birden fazla yogurt kabindaki yiizey kirletici

maddeleri olarak farkli kiifler asitlanmistir. Kiiflerin biiyiimesi, 45 giin boyunca
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7°C+1°C’de depolandiktan sonra gorsel olarak degerlendirilmistir

Yogurt testinin sonuglar, yalmzca baglaticr kiiltiir YF-L90I1 1ile (iist sira) veya
baslatici kiiltiir ve HOLDBAC™ YM-B kiiltiiriiyle (orta sira) fermente edilen
siitten yapilan yogurtta P. brevicompactum (M1), P. commune (M6), A. versicolor
(M7) ve P. crustosum (M10) kiiflerinin 1yi bir sekilde biiylidiigiinii gdsteren Sekil
10°da sunulmaktadir. Buna karsilik, siit fermantasyonu sirasinda Lactobaciilus
paracasei CHCC14226'nin mevcut olmasi durumunda (alt sira), test edilen

kiiflerin tamaminin biiylimesi inhibe edilmistir.

Ornek 11: Lacrobacillus paracasei CHCC12777 nin tvarogta K. lactis’e karsi

inhibe edici etkisinin kantitatif olarak belirlenmesi.

Lactobacillus paracasei susu CHCCI12777 nin tek sug olarak K. lactis iizerindeki

inhibe edici etkisinin kantitatif olarak belirlenmesi i¢in tvarog hazirlanmistir:

Pastorize az yagh site %0.01°de ticari baslatica kiiltiir (F-DVS CHN-19, Chr.
Hansen A/S sirketinden elde edilebilir, Danimarka) asilanmustir. Site ilaveten
HOLD-BAC™ YM-B (20DCU/I00L) veya Lactobacillus rhamnosus susu
CHCC12777 (5x10° CFU/g) asilanmas ve bir parti, referans olarak kullanilmis ve
valmzca baslanci kiiltiir asilannstir.

Siit, 4.60+0.05°lik pH degerine ulasilana dek 28°C#1°C’de fermente edilmistir.
Haslama sicakligi, 38 ila 40°C civan olmustur. Siizdiirme isleminden sonra kesmik,

1 bar’lik basingla 30 dk. boyunca preslenmistir.

Tvarogun hazirlanmasindan bir giin sonra, yaklastk 10 g’lik numune tvarog
bloklar kesilerek ¢ikarilmis ve Stomacher posetlerine yerlestirilmistir. Bloklara
daha sonra ince bir igne ile tvarogun icine mayanin enjekte edilmesi suretiyle,
10.000 CFU/ml’de 0.1 ml maya asist ile kopya halinde asilama yapilmistir.

Posetler, tvarog etrafinda sarilmis ve bantlanarak kapatilmistir.

36



10

15

20

25

30

24946.35

Numuneler, 7°C+1°C’de depolanmis ve Maya Glukoz Kloramfenikolde (YGC)
salin peptonda yapilan ilave uygun 1 kat dilisyonlar ve 1 g tvarogun
yerlestirilmesi ve 5 giin boyunca 25°C’de yapilan acrobik inkiibasyon vasitasiyla

K. lactis kontaminasyonuna iliskin olarak uygun araliklarda analiz edilmistir.

Sekil 11°de gosterildigi gibi, K. lactis buyimesi, fermantasyondan Gnce baslatict
kiiltiir CHN-19 ile birlikte asilanmasi durumunda Lactobacillus paracasei susu
CHCCI12777 nin mevcudiyetinde inhibe edilmistir. Lactobacillus paracasei susu
CHCCI12777, ticari kiiltir olan HOLDBAC™ YM-B’ye kiyasla carpici bir

sekilde daha yliksek seviyede inhibisyona sebep olmusgtur.

Ornek 12: Lactobacillus rhamnosus CHCC12697 nin tvarogta K. lactis’e karsi

inhibe edici etkisinin kantitatif olarak belirlenmesi.

Lactobacillus rhamnosus susu CHCC12697 nin tek sus olarak K. factis tizerindeki

inhibe edici etkisinin kantitatif olarak belirlenmesi icin tvarog hazirlanmistir;

Pastorize az yagh siite %0.01°de ticari baslatica kiiltiir (F-DVS CHN-19, Chr.
Hansen A/S sirketinden elde edilebilir, Danimarka) asilanmagtir. Siite ilaveten
HOLD-BAC™ YM-B (5DCU/100L) veya Lactobacillus rhamnosus susu
CHCC12697 (5x10° CFU/g) asilanmag ve bir parti, referans olarak kullamlmis ve

yalmzca baglatic1 kiiltiir agilanmugtir.

Siit, 4.60+0.05°1ik pH degerine ulasilana dek 28°C+1°C’de fermente edilmistir.
Haslama sicakligt, 38 ila 40°C civari olmustur. Siizdiirme igleminden sonra kesmik,
| bar’lik basingla

30 dk. boyunca preslenmistir.

Tvarogun hazirlanmasindan bir giin sonra, yaklasik 10 g’lik numune tvarog
bloklan kesilerek ¢ikarilmis ve Stomacher posetlerine yerlestirilmistir. Bloklara

daha sonra ince bir igne ile tvarogun igine mayanin enjekte edilmesi suretiyle,
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10.000 cfw/ml’de 0.1 ml maya asis1 ile kopya halinde asilama yapilmuistir.

Posetler, tvarog etrafinda sarilmis ve bantlanarak kapatilmastir.

Numuneler, 7°C+1°C’de depolanmis ve Maya Glukoz Kloramfenikolde (YGC)
salin peptonda yapilan ilave uygun 1 kat diliisyonlar ve 1 g tvarogun
yerlestirilmesi ve 5 giin boyunca 25°C’de yapilan aerobik inkiibasyon vasitasiyla

K. lactis kontaminasyonuna iliskin olarak uygun araliklarda analiz edilmistir.

Sekil 11°de gosterildigi gibi, K. lactis bilylimesi, fermantasyondan dnce baglatic
kiiltir CHN-19 ile birlikte asilanmas1 durumunda Lactobacillus rhamnosus susu
CHCC12697’nin mevcudiyetinde inhibe edilmistir. Sus, ticari kiiltiir olan
HOLDBAC™ YM-B’ye kiyasla carpici bir sekilde daha yiiksek seviyede

inhibisyona sebep olmustur.

Ornek 13: Lactobacillus rhamnosus CHCC14226'nin yogurtta Debaromyces

hansenii’ ye kars1 inhibe edici etkisinin kantitatif olarak belirlenmesi.

Lactobacillus rhamnosus CHCC14226’nin tek sus olarak D. hansenii iizerindeki
inhibe edici etkisinin kantitatif olarak belirlenmesi i¢in, yogurt, asagidaki gibi

hazirlanmastir:

Homojenize siit (%1.5 yag), su banyosunda 1 L’lik siseler halinde 5 dakika
boyunca 95°C+1°C’de 1s1 1le islenmis ve hemen sogutulmustur. Bir ticari baglatici
kiiltiir (F-DVS YF-L901, Chr. Hansen A/S sirketinden elde edilebilir, Danimarka)
9%0.02°de asillanmistr. Siite ilaveten HOLD-BAC™ YM-B (20DCU/100L) veya
Lactobacillus rhamnosus susu CHCC14226 (1x10 CFU/g) asilanmis ve bir sise,

referans olarak kullanilmus ve yalnizca baslatic kiiltiir asilanmustir.

Sit, 4.60+0.05’lik pH degerine ulagilana dek 43°C+1°C’de fermente edilmistir.
Ortaya ¢ikan yogurt, bardaklara {100 g) dokiilmiis ve 7°C+1°C’de depolanmistir.
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Yogurdun hazirlanmasindan bir giin sonra, bardaklara kopya halinde 20
CFU/g’lik bir hedefle 1,00 ml/bardak’hik maya asilanmistir. Maya, yogurt i¢inde
esit Olciide dagulmistir. Bardaklar, iistii kapali bir sekilde 7°Cx1°C’de
depolanmis ve Maya Glukoz Kloramfenikolde (YGC) salin peptonda yapilan ilave
uygun | kat diliisyonlar ve 1 g yogurdun yerlestirilmesi ve 5 giin boyunca
25°C’de yapilan aerobik inkiibasyon vasitasiyla D. hansenii kontaminasyonuna

iliskin olarak uygun araliklarda analiz edilmistir.

Sekil 12°de gosterildigi gibi, D. hansenii blylimesi, fermantasyondan Once
baglatic1  kiiltiir YF-L901 ile birlikte asilanmast durumunda Lactobacillus
rhamnosus susu CHCC14226'nin mevcudiyetinde inhibe edilmistir. Sus, ticari
kiiltir olan HOLDBAC™ YM-B’ye kiyasla carpici bir sekilde daha yiiksek

seviyede inhibisyona sebep olmustur.

TEVDI EDILEN NUMUNELER ve UZMAN COZUMU

Mevcut basvuru sahibi, patentin alindigr tarihe kadar asagida belirtilen tevdi
edilen mikro organizmalann bir numunesinin yalnizca bir uzmanin istifadesine

sunulmasim talep eder.

Lactobacillus  rhamnosus susu  CHCCI12697 3-3-2011 tarihinde Alman
Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu’na (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; DSMZ), (Inhoffenstr. 7B, D-38124

Braunschweig) tevdi edilmis ve DSM24616 erisim numaras: verilmistir.

Lactobacillus rhamnosus susn CHCCI14226, 15-3-2011 tarthinde Alman
Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu'na (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; DSMZ), (Inhoffenstr. 7B, D-38124

Braunschweig) tevdi edilmis ve DSM24652 erisim numarast verilmistir.

Lactobacillus  paracasei susu CHCC12777, 15-3-2011 tarihinde Alman
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Mikroorganizma ve Hiicre Kiltiirleri Koleksiyonu'na (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; DSMZ), (Inhoffenstr. 7B, D-38124

Braunschweig) tevdi edilmis ve DSM24651 erisim numaras: verilmistr.
Tevdi edilme islemleri, Patent Islemleri Amaciyla Mikroorganizmalarin Tevdi
Edilmesinin Uluslararasi Kabulii Konusunda Budapeste Anlasmasi’na uygun bir
sekilde yapilmistir.
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