10

24946.37

OZET

ASITLESME SONRASINA YONELIK GELISMiS KONTROLE SAHIP
BIR FERMENTE SUT URUNUNUN URETILMESI iCiN YONTEM

Mevcut bulus, bir fermente siit {iriiniiniin uretilmesine y&nelik olan, siitiin
fermente edildigi bir adimi iceren yontemleri saglamaktadir, burada: (a)
fermentasyon, bir baslatic: kiiltiiri ile baglatilmaktadir, baslatuci kiiltiirii, siitte
mevcut bir veya birden fazla karbonhidrati metabolize edebilen laktik asit
bakterileri icermektedir, (b) fermentasyon sirasinda bir veya birden fazla
karbonhidratin konsantrasyonunun azalmasi ile fermentasyon sonlandirilmaktadir
ve (c) azalma en azindan laktik asit bakterilerinin metabolik aktivitesinden

kaynaklanmaktadir.
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ISTEMLER

1. Siitiin fermente edildigi bir adimi igeren, bir fermente siit iiriiniiniin

tiretilmesine ydnelik ydntem olup, burada:

(a) fermentasyon, bir baglatici kiiltiir ile baslatilmakta olup, baslatici
kiiltiir, siite eklenen bir veya bir¢cok karbonhidrati metabolize edebilen
laktik asit bakterileri icermektedir,

(b) fermentasyon  swrasinda bir veya bircok  karbonhidratin
konsantrasyonunun bir azalmasi ile fermentasyon sonlandirilmaktadir,
burada fermentasyonun sonlandirilmasi, fermente edilecek olan siitteki
karbonhidratlarin konsantrasyonu ile kontrol edilmektedir ve burada
fermentasyonun sonlandirilmasinda, laktik asit bakterileri ile metabolize
edilen karbonhidrat konsantrasyonu, 5 mg/g ve 0.01 mg/g arasindaki bir
aralikta bulunmaktadir,

() azalma ayrica, en azindan laktik asit bakterilerinin metabolik
aktivitesinden kaynaklanmaktadir ve

(d) fermentasyon, en az bir laktozu yetersiz Streptococcus
thermophilus ve en az bir laktozu vetersiz Lactobacillus delbrueckii alt tiir
bulgaricus iceren bir baslatict kiiltliriin kullanildigi bir yontem vasitasiyla
uygulanmaktadir, burada karbonhidrat, laktozdan farkli, fermente edilebilir

bir karbonhidrattr.

2. Laktik asit bakterilerinin, laktozu metabolize edemedigi ve baslatici kiiltiiriin
ilave edilmesinden Once, siitteki laktik asit ile metabolize edilebilen
karbonhidratlarin toplam konsantrasyonunun 45mg/g miktarinin altinda

oldugu, istem 1°e gore bir fermente siit tiriiniiniin iiretilmesine yonelik yontem.

3. Fermentasyonun, 30 ve 45 °C arasindaki bir sicaklikta gerceklestirildig,
istemler 1 ila 2’den herhangi birine godre bir fermente siit drliniiniin

retilmesine yonelik yontem.
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4. Fermentasyonun sonlandirilmasinin ardindan, fermente iriiniin, 15 ve 45 °C
arasmda bir sicaklhikta paketlendigi, istemler | 1la 3’ten herhangi birine gore bir

fermente siit iiriiniiniin iiretilmesine ydnelik yontem.

5. Izole LAB susu olup, asagidakiler ile karakterize edilmektedir:

(a) bir Streptococcus thermophilus susu olup, sus:

(i) DSM 28952 erisim numarasi altinda, 2014-06-12 tarihinde
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-
turen GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde

depolanan sustur; veya

(b) bir Streprococcus thermophilus susu olup, sus:

(1) DSM 28953 erisim numarasi altinda, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH,

Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde depolanan sustur.

6. Fermente gida iiriinii olup, asafidaki suglardan birini veya bircogunu

icermektedir:

(a) bir Streptococcus thermophilus susu olup, sus:
(1) DSM 28952 erisim numarast alanda, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH,
Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde depolanan sustur;
veya

(b) bir Streptococcus thermophilus susu olup, sus:
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(1) DSM 28953 erisim numaras1 alanda, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH,
Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde depolanan sustur;

ve tercihe bagli olarak

(c) bir Lactobacillus delbrueckii tiirii bulgaricus susu olup, sus:

(1) DSM 28910 erisim numaras1 alanda, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH,

Inhotfenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde depolanan sustur.

7. Bir bilesim olup, asagidakileri igermektedir:

(a) Streptococcus thermophilus susu olup, sus:

(1) DSM 28952 erisim numarasi altinda, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH,
Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde depolanan sustur;

veya

(b) Streptococcus thermophilus susu, sus:

(1) DSM 28953 erisim numarasi altinda, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH,

Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde depolanan sustur;

vE

(c) bir Lactobacillus delbrueckii tiril bulgaricus susu olup, sus:

(1) DSM 28910 erisim numaras: altinda, 2014-06-12 tarthinde DSMZ-

24
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Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH,

Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde depolanan sustur.
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TARIFNAME

ASITLESME SONRASINA YONELIK GELISMiS KONTROLE SAHIP
BIR FERMENTE SUT URUNUNUN URETILMESI iCiN YONTEM

TEKNIK ALAN

Mevcut bulusg, bir fermente siit iiriintiniin tiretilmesine yonelik olan, siitiin, laktik
asit bakterilerini iceren bir baslatici kiiltiir vasitasiyla fermente edildigi ve
fermentasyonun, laktik asit bakterileri ile metabolize edilebilen karbonhidratlarin
konsantrasyonunun azaltilmasi vasitasiyla sonlandirildign  adimlan  iceren
yontemlerle ilgilidir. Mevcut bulusun ydntemleri, 6rnegin bir diger islem ve
depolama sirasinda fermentasyonun sonlandirilmasimin ardindan bakterilerin yol

actif asitlestirme benzeri asitlestirme sonrasi1 gelismig bir kontrolii saglamaktadir.

ONCEKI TEKNIK

Fermente siit {iriinlerinin liretilmesine yonelik ¢ogu mevcut yontem, asagidaki

adim dizisi ile karakterize edilebilmektedir:

(a) siit siitte mevcut laktozdan elde edilen glikozu metabolize edebilen laktik
asit bakterileri (veya LAB) iceren bir baglatici kiiltir kullamlarak fermente
edilmektedir;

(b) fermentasyon, laktik asit iiretimine neden olmaktadir, bu da ilk olarak 6.4
fla 6.8 araliginda bir Ph'in (inek siitii icin) bir 3.8 ve 4.7 pH araligina
azalmasina neden olmaktadir;

(c) fermentasyon, s6z konusu fermente iiriinii icin istenilen pH’a ulasildiginda,

fermente siit iirliniin huzh bir sekilde sogutulmasi ile sonlandirilmaktadir.

Bu yéntem, érnegin yogurt ve yogurtlu icecekleri tiretmek i¢in kullanilmaktadur.
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Onceden belirlenmis bir pH degerinde fermente siit iiriiniiniin izl bir sekilde
sogutulmasi, fermentasyonu sonlandirmak i¢in uygulanmaktadir. Fermente uriin
sogutulmadan fermentasyona devam edeccktir.  Fakat hizh sogutma, doku
kaybina yol actigr i¢in dezavantajlara sahip olmaktadir. Bir izl sogutma
adimindan kacimilmas: da bir tinite calismasini yedekleyecektir ve bu sekilde
iiretim maliyetlerini azaltacaktr.

Hizli bir sogutma adimin igeren yontemlerde bile, asitlestirme sonrasi, Grnegin
fermentasyonun sonlandirilmasinin ardindan, drnegin istenilen pH’a ulasilmasinin
ardindan LAB wvasitasiyla laktik asit iiretimi gézlemlenmektedir. Asitlesme
sonrasinin, giinlimiizde siit {iirlinlerinin fermentasyonu sirasinda en Onemli
problemlerden birisini temsil ettigi diisiiniilmektedir. Fermente siit {iriiniiniin
islenmesi ve depolanmast sirasinda pH degerinin daha da azalmasi, yitkselmis asit

ve azalmis raf 6mrii gibi problemlere neden olmaktadir.

Asitlesme sonrasmin kontrol edilmesine yonelik yaklagimlardan birisi, nispeten
asidik bir pH’a sahip siit tiriinlerinin iretilmesidir. Bu yontemlerde, LAB nin ve
laktik asit iiretiminin daha da biiylimesi, asidik pH ile inhibe edilmektedir. Fakat
sadece daha fazla laktik asit firetimi inhibe edilmektedir ve tamamen
sonlandinlmamaktadir ve ydntem, bir hafif bir tada sahip olan

fermente siit Uriinlerinin Gretimi icin agik¢a nygun degildir.

Asitlesme sonrasi, L. bulgaricus’un metabolik aktivitesi ile kontrol edildigi ve
peptit alimimin yol agtign ve amino asit metabolizmasinda eksiklik gosteren
suslarin, asitlesme sonrasim  kontrol etmek i¢in iiretnldigi varsayilmistir

(US2010/0021586  ve WO02006/042862A 1 numaral Patent
Dokiimanlart). Asitlesme sonrasinin kontrol edilmesine yonelik diger yaklagimlar,
onceki teknikte aciklanmustir ve zavif bir sekilde asitlestirme sonrasi aktivite ile
karakterize edilen spesifik LAB suslarimin  kullanimina dayali  siirecleri

icermektedir (WO2010/139765).

Asitlesme sonrasimin minimize edilmesine ydnelik bir alternatif yaklasim,



10

15

20

25

30

24946.37

proteinin laktoza olan orammnin kontrolii, tamponlama kapasitesinin kontrolu ve
fermentasyon sirasinda Onceden belirlenmis bir arahik icerisinde tamponlama
kapasitesinin ve pH’in siirdiiriilmesine dayali olmaktadir (W02013/169205
numaralt Patent Dokiimani). Fakat bu yaklagim, fermentasyon sirasinda bir dizi
siire¢ parametresinin saptanmasint  gerektirmektedir ve O&nceden belirlenmis
araliklarin fermentasyon sirasinda siirdiiriilmesini temin etmek icin proteinlerin
veya laktozun veya bir tamponun fermentasyon ortamina eklentisini

gerektirebilmektedir.

[stem 1’e gore US2005/196388 numarali Patent Dokiimani, beta-galaktosidaz
aktivitesinden yoksun olan bir mutant L. bulgaricus susunu tarif etmektedir,
burada mutant susu, laktoz operanun kodlama sekanslarindan birisinde bir
anlamsiz mutasyonu tasimaktadir. Mutant, bir fermente siit iiriiniiniin
hazirlanmasma yOnelik bir yontemde kullamilabilmektedir. Mutant sulunun
bilylimesi ve asitlesmesi, ana sustan ¢ok daha yavastr, fakat mutant susu, eklenen

glikozda biiyiiyebilmektedir.
Fermente siit Uiriinlerinin iretilmesine yonelik yontemlerin gelistirilmesine hala

ihtiyac duyuldugu gorillmektedir, burada yontemler, fermente siit iirliniinde

asitlesme sonrasi aktivitenin daha iyi bir kontroliinii saglamaktadir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Bu problem artik asirt derecede diisiik asitlesme sonrast aktivite sergileyen bir siit

iiriiniinil saglayan mevcut bulusun ydntemleri vasitasiyla ¢oziilmektedir.

Belirgin olarak, mevcut bulus, siitiin fermente oldugu bir adimi iceren bir

fermente siit Griiniiniin lretilmesine yGnelik bir yontemi saglamaktadir, burada:

(a) fermentasyon, bir baglatici kiiltiir ile baslatilmaktadir, burada baslatici

kiiltiir, siite eklenen bir veya bir ka¢ karbonhidrati metabolize edebilen laktik
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asidi icermektedir,

{(b) fermentasyon, bir veya bir ka¢ karbonhidratin konsantrasyonunun
fermentasyon  sirasinda  azalmasi  ile  sonlandinlmaktadir,  burada
fermentasyonun  sonlandirilmasi,  fermente  edilecek  olan  siitte
karbonhidratlarin  konsantrasyonu ile kontrol edilmektedir ve burada
fermentasyonun sonlandirilmasinda, laktik asit bakterileri ile metabolize edilen
karbonhidrat konsantrasyonu, 5 mg/g ve (.01 mg/g arasinda bir aralikta
olmaktadir,

(¢) azalma en azindan laktik asit bakterilerinin metabolik aktivitesinden
kaynaklanmaktadir ve

(d)fermentasyon, en az bir laktozu eksik Streptococcus thermophilus ve en az
bir laktozu eksik Lactobacillus delbrueckii alt tir bulgaricus igeren bir
baglatici kiiltlirli kullanan bir yontemle uygulanmaktadir, burada karbonhidrat,

laktozdan farkli fermente edilebilir bir karbonhidrattir.

Mucitler sasirtict bir sekilde fermentasyonun sonlandirilmasinin, fermentasyon
icin gerekli verimliligi veya siireyi énemli élciide etkilemeden fermente edilecek
olan siitte bulunan karbonhidratlarin konsantrasyonu ile kontrol edilebildigini
kesfetmistir. Bu, fermentasyona yonelik LAB i¢in mevcut siitte bulunan
karbonhidratlarin azaltilmasimin, fermentasyon slirecini inhibe etmesi veya
geciktirmesi ve bu sekilde yogurt gibi fermente siit iiriinlerinin genig Glgekli
tretim igin kullamlamayan etkisiz bir siirecte sonuclanmasi varsayildigi igin
sagiricidir.  Mucitler aym zamanda, fermentasyon siirecinin, esasen tiim
karbenhidratlarin, LAB ile tiiketildii ve daha sonrasinda neredeyse tamamen
sonlandig1 (Sekil 1; %] laktoz) bir noktaya kadar hizlica ilerledigine dikkat
cekmistir. LAB  icin  mevcut karbonhidratlarin  olduk¢a diisilk  bir
konsantrasyonunun mevcudiyetinde fermentasyon siirecinin, uzatilmis bir siire¢
izerinde LAB’nin bir diisiik asitlesme aktivitesi ile sonuglanmasi beklenmistir.
Belirli bir yapilandirmada, fermente edilmis siit iiriinii, 20 saatlik bir siirec
boyunca adim (ii)’de fermentasyon i¢in kullanilan sicaklikta fermentasyonun

sonlandirilmasindan sonra depolanmasi halinde, iiriiniin pH degerinin, 0.3 pH
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birim arali igerisinde siirdiiriilmesi ile karakterize edilmektedir.

Bu, yOntemin, adim (i1)’de fermentasyon i¢in kullamlan sicakhikta
fermentasyonun sonlandirilmasinin  ardindan 20 saatlik bir siire¢ boyunca
fermente edilmis siit tirliniiniin siirdiiriildiigii bir adim1 icermesinin gerekli oldugu
anlamma gelmektedir. Bu, diisik asitlesme sonrasini dogrulamak igin
kullanilabilen islevsel bir testtir. Bir fermentasyon sicakliginda depolanmasi
halinde 20 saatlik bir siire¢ boyunca bir fermente siit iiriiniiniin bir pH degerinin
0.3 pH birim aralig1 icerisinde siirdiiriilmesi, oldukca diisiik asitlesme sonrasinin

bir gostergesidir.

Bir diger yapilandirmada, mevcut bulus, esasen herhangi bir asitlesme sonrasi ile
karakterize olmayan bir fermente siit Giriintiintin iiretilmesine yénelik ve fermente
siit Orliniiniin, 20 saatlik bir siire¢ boyunca adim (ii)’de fermentasyon igin
kullanilan sicaklikta fermentasyonun sonlandirnlmasindan sonra depolanmasi
halinde, iiriiniin pH degerinin, bir 0.1 pH birim araligi icerisinde sirdiiriilmesi ile
karakterize edildigi yontemlere yonlendirilmektedir. Bir fermentasyon
sicaklifinda depolanmas: halinde, 20 saatlik bir slire¢ boyunca bir fermente siit
irliniiniin bir pH degerinin bir 0.1 pH birim araligi igerisinde siirdiiriilmesi,

asitlesme sonrasinin yoklugunun bir gostergesidir.

Belirli bir diger yapilandirmada, mevcut bulug, bir fermente siit uriiniiniin
iiretilmesine yonelik yontemleri saglamaktadir, burada fermente iirtin, 15 ve 45 °C

arasinda bir sicaklikta paketlenmektedir.

Diisiik asitlesme sonrasindan dolayi, bu yontem, fermentasyon sonrast bir

sogutma adimuint gerektirmemektedir.

Mevcut bulus ayn1 zamanda bu yontemlerle elde edilen fermente siit tiriinlerini
saglamaktadir. Bu fermente siit iiriinleri, fermentasyon i¢in kullanilan sicaklikta

depolanmasi halinde, 20 saatlik bir siire¢ boyuna iirtintin pH degerinin bir 0.3 pH



10

15

20

25

30

24946.37

birim arahi@ icerisinde siirdiriilmesi ile karakterize edilmektedir. Uriinler aym
zamanda fermentasyon icin kullamlan LAB ile metabolize edilebilen
karbonhidratlarin oldukga diisiik bir konsantrasyonu ile karakterize edilmektedir.
Diger karbonhidratlar, énemli 6lgiide daha yiiksek konsantrasyonda mevcut

olabilmektedir.

TEKNIGIN AYRINTILI ACIKLAMASI

Genelde, mevcut bulug, bir fermente siit tirliniiniin iiretilmesine yonelik olan,

siitliin fermente edildigi bir adim iceren bir yontemi saglamaktadir, burada:

(a) fermentasyon, bir baslatict kiiltiir ile baslatilmaktadir, burada baslatica
kiiltiir, siite eklenen bir veya bir ka¢ karbonhidrati metabolize edebilen laktik
asidi igermektedir,

(b) fermentasyon, fermentasyon sirasinda bir veya bir ka¢ karbonhidratin
konsantrasyonunun azaltilmasiyla sonlandirilmaktadir, burada fermentasyonun
sonlandirilmasi, fermente edilecek olan iistte karbonhidratlarin konsantrasyonu
ile kontrol edilmektedir ve burada fermentasyonun sonlandirilmasinda, laktik
asit bakterileri ile metabolize edilen karbonhidrat konsantrasyonu, 5 mg/g ve
0.01 mg/g araliginda olmaktadir,

(cyazalma en azindan laktik asit bakterilerinin metabolik aktivitesinden
kaynaklanmaktadir ve

(d) fermentasyon, en az bir laktozu eksik Streptococcus thermophilis ve en az
bir laktozu eksik Lactobacillus delbrueckii alt tir bulgaricus iceren bir
baslatici kiiltiirii kullanan bir yontemle uygulanmaktadir, burada karbonhidrat,
laktozdan farkli fermente edilebilir bir karbonhidrattir.

e

Mevcut uygulamanin kapsaminda, “siit” terimi, hayvanlarin meme bezleri
vasitasiyla veya bitkiler vasitasiyla uiretilen sivilan ifade edecek yaygin anlaminda
genis yelpazede kullanilmaktadir. Mevcut bulusa gore, siit islenmis

olabilmektedir ve “siit” terimi, tim siit, az yagh siit, yagsiz siit, diisiik yagh siit,
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tam yagh siit, laktozu azaltilmus siit veya konsantre siitii icermektedir. Yagsiz siit,
yag icermeyen veya az yagh siit iiriiniidur. Diisiik yagh siit genellikle yaklasik %1
ila yaklasik %2 arasinda yag igeren siit olarak belirlenmektedir.  Tam yagh siit
genellikle %2 yag veya daha fazlasim icermektedir. “Siit” teriminin, farkl
memelilerden ve bitkisel kaynaklardan elde edilen siitler1 kapsamasi
amaglanmaktadir. Siitiin memeli kaynaklari, kisitlayict olmayacak sekilde inek,
koyun, keci, bufalo, deve, lama, kisrak ve geyigi icermektedir. Bitkisel kaynakli
siit, kisitlayicr olmayacak sekilde soya fasulyesi, bezelye, fisuk, arpa, piring,
yulaf, kinoa, badem, kaju, hindistancevizi, findik, kenevir, susam ve aycicegi

tohumundan ¢ikarilan siitii icermektedir.

Mevcut bulusun yontemlerinde ve Uriinlerinde, ineklerden tiiretilen siit, en cok
tercih edilecek sekilde fermentasyona yonelik bir baslangic malzemesi olarak

kullanilmaktadar.

Laktozu azaltllmis siit ticari olarak elde edilebilmektedir (6rnegin Select Milk
Producers Inc., Texas, ABD). Laktozu azalulmis siit, glikoz ve galaktoza laktaz
enzimi vasitasivla veya nano-filtrasyon, elektrodiyaliz, iyon degisim
kromatografisi ve santrifijjleme vasitasiyla laktozun hidrolize edilmesi dahil

olmak iizere teknikte bilinen herhangi bir ydnteme gore liretilebilmektedir.

“Siit baz1” terimi, LAB nin biiylimesine ve fermentasyonuna yonelik bir ortam
olarak kullamlabilen siit veya siit bilesenlerine dayali bir bilesimi ifade etmek igin,
mevcut bagvuruda genis yelpazede kullamlmaktadir. Siit bazi, siitten tiiretilen
bilesenleri ve LAB’nin biyiitilmesi veya fermente edilmesi amacima yonelik

olarak kullanilabilen herhangi bir diger bileseni icermektedir.

Mevcut bagvurunun kapsaminda, “laktik asit bakterileri” veya “LAB”,
karbonhidrat fermentasyonunun ana metabolik nihai iiriin olarak laktik asit iireten
gida dereceli bakterileri ifade etmek icin kullanmilmaktadir. Bu bakterileri, genel

metabolik ve fizyolojik 6zelliklerle iliskili olmaktadir ve genellikle Gram pozitif,
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diisiik-GC, asit toleransi, gram pozitif, diisiikk-GC, asit toleransli, spor yapmayan,
solumayan, ¢ubuk seklinde basil veya koksidir. Fermentasyon agsamasi sirasinda,
bu bakterilerle laktoz titketimi, laktik asidin formasyonuna, pH’1n azaltilmasina ve
bir protein pthtilasmasinin formasyonu ile sonug¢lanmasina yol agmaktadir. Bu
bakteriler bu sekilde siit asitlesmesinden ve siit iirlinlerinin  dokusundan
sorumludur. Burada kullanildigr iizere, “laktik asit bakterileri” terimi, kisitlayici
olmayacak sekilde Lactobacillus tiirleri, Bifidobacterium tlrleri, Streptococcus
tiirleri, Lactococcus tirleri, 6rnegin Lactobacillus delbrueckii alt tiirii bulgaricus,
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus lactis, Bifidobacterium animalis,
Lactococcus lactis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Lacto-
bacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium breve ve

Leuconostoc tiiriiniin genine ait bakterileri kapsamaktadir.

Fermente siit tirtinlerinin tretilmesine yonelik siirecin fermentasyon adimi, siite
bir baglatici kiiltiiriiniin eklentisini icermektedir. Mevcut kapsamda kullanildig
gibi “baslatici®® veya “baslatic1 kiiltiir” terimleri, dzellikle laktik asit bakterileri
olmak iizere, siit bazimin asitlestirilmesinden sorumlu olan bir veya birden fazla
gida dereceli mikro-organizmalarin bir kiiltiirinii ifade etmektedir. Baslatici
kiiltiirler, taze, dondurulmus veya dondurularak kurutulmus olabilmektedir. Bir
fermente siit iirlintiniin iiretimine yonelik olarak, baslatici, toplam siit miktarinin
hacmi cinsinden %0.01 ila 3, tercihen %0.01 ila 0.025 arahgmda bir miktarda

eklenebilmektedir.

“Siitte mevcut bir veya bir kag karbonhidrati metabolize edebilen” terimi,
karbonhidrat fermentasyonunun ana metabolik nihai tiriin olarak laktik asit
iiretimine neden olan LAB’nin metabolik aktivitesini agiklamak igin mevcut
bulusun kapsaminda kullanilmaktadir. Asagida daha kapsamli bir sekilde
aciklanacagi tizere, LAB, siitte mevcut bir veya bir ka¢ karbonhidrati metabolize
edebilmektedir. Karbonhidratlar, dogal siitte mevcut olabilmektedir veya siite

eklenmis olabilmektedir.
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Belirli yapilandirmalarda, mevcut bulug, glikozu metabolize edebilen LAB’yi
kullanarak yontemleri saglamaktadir. Mevcut bulus, LAB’larn, glikoz gibi diger
karbonhidratlart metabolize edebildigi laktoz metabolizmasinda bir eksik ¢eken

LAB’yi kullanarak ydntemleri saglamaktadir.

Mevcut bulusun yontemleri, siitiin fermente edildigi ve fermentasyon sirasinda,
fermentasyonun, bir veya bir ka¢ karbonhidrat konsantrasyonunun azaltilmasi
vasitasiyla sonlandirildigr bir adimla karakterize edilmektedir. Bu, fermentasyon
ortaminda mevcut LAB’nin, metabolize edilebilen karbonhidratlarin oldukca
diisitk bir konsantrasyonundan delayt 6nemli laktik asit miktarlarim  artik
iretemedigi anlamina gelmektedir. Bir yapilandirmada, fermentasyonun
sonlandirilmasi, 0.3 pH birimlerinden daha az bir aralik igerisinde siirdiiriilen bir
pH degeri ile karakterize edilebilirken, kiiltiir, 20 saatligine fermentasyon i¢in
kullanilan sicaklikta siirdiiriilmektedir. Ornegin siitiin yukarida aciklandigi gibi
fermente edildigi bir adim igeren bir fermente siit Uriiniiniin iiretilmesine yonelik
bir yontemin uygulanmasi halinde, bir kisi, fermentasyonun sonlandirilmasinin,
iiriin 20 saatligine fermentasyon sicaklifinda siirdiiriilerek fermentasyon sirasinda
bir veya bir kac karbonhidratin konsantrasyonunun azaltlmasindan kaynaklanip
kaynaklanmadigim test edebilmektedir. PH’in, bu siire sirasinda 0.3 pH
biriminden daha fazlasiyla  defigsmemesi  halinde, ferementasyonun
sonlandinlmasi, fermentasyon sirasinda bir veya bir kac karbonhidratin
konsantrasyonunun azaltilmasindan kaynaklanmistir.

Metabolik aktivite i¢cin mevcut olarak kalan karbonhidratlar, fermentasyon icin
kullanilan sicaklikta énemli derecede asitlesme sonrasina yol agarken, istenilen
pH seviyesine ulasilir ulasilmaz sogutma vasitasiyla fermentasyonu sonlandiran

onceki teknigin yontemleri, bu testi karsilayamamaktadir (Sekil 2 ve 3 en diisiik

egri).

Mevcut bulusun yéntemleri ayn1 zamanda karbonhidratlarinin konsantrasyonunun
azalmasinin, en azindan laktik asit bakterilerin  metabolik aktivitesinden

kaynaklanmasi ile karakterize edilmektedir. Bu, diger bilesenler, 6rnegin laktaz
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gibi enzimler de fermentasyon sirasinda metabolize edilebilen karbonhidratin
azalilmasina katkida bulunabilmesine ragmen, laktik asit bakterilerinin,

karbenhidratlarin azalmasina katkida bulundugu anlamina gelmektedir.

Bazi yapilandirmalarda, mevcut bulusun yontemleri, fermente uriintin, 15 ve 45
°C arasinda bir sicaklikta paketlendigi bir adimi icermektedir. Yukanda
gosterildigi lizere, onceki teknigin ana problemlerinden birisi, fermentasyonu
sonlandirmak i¢in fermentasyon iriiniiniin hizli bir sekilde sogutulmasina dair
ihtiyaci giderememesidir. Mevcut bulusun yontemleri, fermente {iriiniin 15 ve 45
°C arasinda bir sicaklikta paketlendigi bir adimi icerebilmektedir. Bu, 6nceki
teknigin yontemlerine karsi olarak, hizli sogutmanin kesinlikle gerekli olmadigini

gistermektedir.

Fermentasyonun sonlandirilmasi, laktik asit bakterileri ile metabolize edilebilen
bir veya bir ka¢ karbonhidratin konsantrasyonu ile karakterize edilebilmektedir.
Fermentasyonun sonlandirlmasinda, laktik asit bakterileri ile metabolize edilen

karbonhidrat konsantrasyonu, 5mg/g ve 0.01mg/g arasinda aralikta olmaktadir.

Yukanda gosterildigi lizere, mevcut bulusa gore bir fermente siit liriiniiniin
iiretilmesine yonelik yontemler ayn1 zamanda depolama sirasinda 6zellikle stabil
bir pH degeri ile karakterize edilebilmektedir. Fermente iiriin, fermentasyon igin
kullanmlan sicakhikta depolandiginda 20 saatlik bir siire¢ boyunca bir 0.3 pH birim

aralifl icerisinde stirdiiriilebilmektedir.

Bir diger alternatifte, mevcut bulusa gore bir fermente siit iiriiniiniin uretilmesine
yonelik yontemler, 22 ve 45 °C arasinda fermentasyon sirasinda bir sicaklikla
karakterize edilebilmektedir. Bu sicakhik araligi, mezofilik ve termofilik kiiltiirler
icin kullanilan araligi icermektedir.

Bir yapilandirmaya goére, mevcut bulus, yukanda aciklanan, mezofilik ve
termofilik kiiltiirlerin 22 ve 45 °C arasinda bir sicaklikta fermente edildigi bir

yontemi saglamaktadir.
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Mevcut bulus aym zamanda yukarida aciklandifi gibi yontemlerle ele edilen
fermente siit iiriinlerini saglamaktadir. Mevcut bulusun fermente siit iiriinleri,
tercihen yogurt, meyveli yogurt, yogurt igerikli igecek veya peynir dahil olmak

iizere fermente gida triinleridir.

En cok tercih edilen yapilandirmada, mevcut bulusun tiim yontemleri, bir

yogurtun iiretilmesine yonelik yontemlerdir ve mevcut bulusun iirlinii, yogurttur.

Mevcut bagvurunun kapsaminda, “yogurt” terimi, Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve tercihe bagh olarak Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis, Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Lactococcus
lactis, Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus paracasei  gibi diger
mikroorganizmalart veya bunlardan tiiretilen herhangi bir mikroorganizmay:
iceren Uriinleri ifade etmektedir. Streprococcus thermophilus ve Lactobacillus del-
brueckii alr tirii bulgaricus’dan baska lakuk asit suslan, flora dengesinin
arttirllmasi ozelligi gibi elde edilen iiriinlin ¢esitli dzelliklerini sunmasi icin dahil
edilmektedir. Burada kullanildigr {izere, “yogurt” terimi, yogurt, karistirilmis
yogurt, icilen yogurt, Petit Suisse, 1s1l islem gdrmiis yogurt, bir yiiksek protein
seviyesi ile karakterize edilen Yunan stili yogurt ve vogurt benzeri Uriinleri

kapsamaktadir.

Belirgin olarak, “yogurt” terimi, kisitlayict olmayacak sekilde érnegin es zamanh
olarak Kkiiltiirlenen ve en az 10 milyon CFU (koloni olugturan birim)/g bir
miktarda nihai iiriinde canli oldugu kesfedilen tek spesifik termofilik laktik asit
bakterilerinin (6rn. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve Streptococcus
thermophilus) vasitasiyla laktik asit fermentasyonu ile elde edilen pihtilasmus siit
iriinleri gibi Fransiz ve Avrupa Diizenlemelerine gore belirlenen yogurtu
kapsamaktadir. Yogurtlar tercihe bagl olarak ek siit iirlinii ham maddelerini (6rn.
kaymak) veya seker veya tatlandirici maddeler, bir veya birden fazla kivam

arttirict, meyve, erikler veya besin maddeleri, 6zellikle vitaminler, mineraller ve
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lifler ve aym zamanda stabilizorler ve kahnlagtincilar gibi diger igerikleri
icerebilmektedir. Bir alternatifte yogurt, AFNOR NF 04-600 standardina ve/veya
kodeks StanA-Ila-1975 standardina gore fermente siitlere ve yogurtlara yonelik
tarifnameleri karsilamaktadir. AFNOR NF (4-600 standardim yerine getirmek
icin, Uriiniin, fermentasyon sonrasinda 1sitilmis olmasi gerekmemektedir ve siitlin
ham maddeleri, elde edilen iiriiniin minimum %70’ ini (m/m) temsil etmelidir.
Mozarella ve Pizza peyniri ve Feta gibi bir peynir aym zamanda Streprococcits
thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii (alt tiir bulgaricus)y iceren bir baslatic
kiiltiir kullanilarak fermentasyon ile hazirlanabilmektedir (Hoier et al. (2010) in
The Technology of Cheesemaking, 2nd Ed. Blackwell Publishing, Oxford; 166-
192).

Laktozu yetersiz LAB ve Laktozu eksik LAB kullamlarak bir fermente siit

iiriiniiniin iiretilmeisne yonelik yintemler

Bir diger yapilandirmada, mevcut bulus, laktozu eksik LAB saglamaktadir.

“Laktoz metabolizmasinda eksiklik” ve “laktozu eksik” terimleri, hiicre
biiyiimesinin bir kaynagi olarak laktozu kullanabilme veya hiicre canliligim
slirdiirebilme kabiliyetlerini kismen veya tamamen kaybeden LAB’yi karakterize
etmek icin mevcut bulusun kapsannda kullamlmaktadir. Ilgili LAB, sakaroz,
galaktoz ve/veya glikoz veya bir diger fermente edilebilir karbonhidratta secilen
bir veya bir ka¢ karbonhidrati metabolize edebilmekiedir. Bu karbonhidratlar,
laktozu eksik mutantlar vasitasiyla fermentasyonu desteklemek icin yeteri
miktarda siitte dogal bir sekilde mevcut olmadigr icin, siite bu karbonhidratlar
eklemek gerekli olacaktr. Laktozu eksik ve kismen eksik LAB, laktoz ve X-Gal

iceren bir ortamda beyaz koloniler olarak karakterize edilebilmektedir.

Asagida Ornek 2’de kapsamli bir sekilde aciklandig iizere, mucitler, dzellikle
Streptococcus thermophilus (ST} ve Lactobacillus delbrueckii tirleri bulgaricus

(LB) suslar olmak iizere bir dizi laktozu eksik LAB’yi izole etmistir. Bu laktozu
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eksik LAB, sakarozu metabolize etmektedir.

Susglar, laktozu eksik olmayan CHCCI135914 susundan tiiretilmistir. Dolayisiyla,
mevcut bulug, bir izole Streptococcus thermophilus susunu saglamaktadir, burada
sus, DSM 28909 erisim numarasi altinda 2014-06-12 tarihinde DSMZ-Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr adresinde

depolanan sustur.

Bir diger yoniine gére, mevcut bulus, asagidaki laktozu eksik LAB suslan ile

ilgilidir:

(a) bir Streptococcus thermophilus susu, burada sus su sekildedir:

(1) DSM 28932 erigim numarast altinda, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH,

Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde depolanan sus; veya

(b) bir Streptococcus thermophilus susu, burada sus su sekildedir:

(i) DSM 28953 erisim numarasi altinda, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen
GmbH, Inhoftenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde

depolanan sus.
Mevcut bulus aym1 zamanda burada aciklandigl iizere bir fermente siit iiriiniiniin
iiretilmesine yonelik yontemlerde bu suslarin kullanimu ile ilgilidir. Dahasi bulus,
asagidaki bir veya birden fazla susu iceren fermente gida iiriinleri ile ilgilidir:

(a) bir Streprococcus thermophilus susu, burada sus su sekildedir:

(iy DSM 28952 erisim numarasi, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-Deutsche

13



10

15

20

25

30

24946.37

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH, Inhoffenstr.

7B, D-38124 Braunschweig adresinde depolanan sus; veya

(b) bir Streptococcus thermophilus susu, burada sus su sekildedir:

(1) DSM 28953 erisim numarast altinda, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH,
Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde depolanan sug; ve

tercihe bagl olarak

(¢) bir Lactobacillus delbrueckii tiirii bulgaricus susu, sus su sekildedir:

(iy DSM 28910 erisim numarast altinda, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH,

Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde depolanan sus.

Fermente gida {iriinleri, bir yogurt, meyvali yogurt, bir yogurt icerikli icecek veya

bir peynir olabilmektedir.

Bazi yapilandirmalarda, yontem ayni zamanda, fermente irlintin, 15 ve 45 °C
arasinda bir sicaklikta paketlendigi bir adimu igermesi ile karakterize edilmektedir.
Diger alternatiflerde yontem, fermente triintin pH degerinin, 20 saatlik bir siirec
boyunca  fermentasyon  i¢in  kullamlan  sicakhikta  fermentasyonun
sonlandiriimasimn ardindan depolanmasi halinde bir 0.3 pH birim arahg veya bir

0.1 pH birim aralig1 icerisinde siirduriilmesi ile karakterize edilebilmektedir.

Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii tirll Bulgaricus ile
metabolize edilebilen toplam karbonhidrat konsantrasyonu, 30mg/g ila 2mg/g
aralifinda veya 20mg/g 3mg/g aralifinda veya 10mg/g ila 4mg/g aralifinda

olabilmektedir.
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Bu ilerleme sekli, yaklasik %5 (50mg/g) bir laktoz konsantrasyonuna sahip
normal siitiin, iiretim siirecinde kullanilabilmesi ve fermentasyonun, eklenen
karbonhidrat miktar ile kesin bir sekilde kontrol edilebilmesi avantajma sahiptir.
Eklenecek olan karbonhidrat konsantrasyonu, son pH, sicaklik, baslatic: kiiltiir ve
benzeri dahil arzu edilen fermentasyon kosullarint test eden caligmalarda

belirlenebilmektedir.

Bu alternatifin tercih edilen bir yapilandirmasinda, fermentasyon, sakarozu
metabolize  edebilen (suc+) LAB  kullamlarak uygulanmaktadir ve
fermentasyondan oOnce siite sakaroz eklenmektedir. Bir alternatifte, sakaroz
konsantrasyonu, 30mg/g ila 2mg/g araliginda veya 20mg/g 3mg/g veya 10mg/g ila
4mg/g araliginda olmaktadur.

Mevcut bulus ayn1 zamanda asagidakileri iceren bir bilegimle ilgilidir

(a) bir Streptococcus thermophilus susu, burada sus su sekildedir:

(1) DSM 28952 erisim numaras: altinda, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH,

Inhoftenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde depolanan sus; veya

{(b) bir Streptococcus thermophilus susu, burada sus su sekildedir:

(i) DSM 28953 erigim numaras1 altinda, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH,

Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde depolanan sus;

Ve

(¢} bir Lactobacillus delbrueckii tirii bulgaricus susu, sus su sekildedir:

(i) DSM 28910 erisim numarasi altinda, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-
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Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH,

Inhoftenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde depolanan sus.

SEKIL GOSTERGELERI

Sekil 1, sakaroz ile takviye edilen siitil fermente etmek i¢in kullanildiginda §.
ther-mophilus (CHCC15914) ve Lactobacillus delbrueckii tirii bulgaricus’un
(CHCCI10019) asitlesme aktivitesi ile S. thermophilus (CHCC17862) ve
lactobacillus  delbrueckii tiiri  bulgaricusun (CHCC18994) asitlesme

aktivitesini kiyaslamaktadir.

Sekil 2, sakaroz ile takviye edilen ve S. thermophilus’un (CHCC15914)
asitlesme aktivitesi ile kiyaslanan siitii fermente etmek i¢in kullanildiginda S.
thermophilus (CHCC17861) ve Lactobacillus delbrueckii tiri bulgaricus’un
(CHCC18994) farkl oranlarinin asitlesme aktivitesini gostermektedir.

LAB Suslar:

Sonraki ornekler, CH suslarim kullanmaktadir, bazisi, Chr. Hansen'in Onceki
patent bagvurulart icin biriktirilmistir. Suslara yonelik diger bilgi, ilgili patent

bagvurusu tarafindan saglanmakta ve agagidaki gibi biriktirilmektedi:

(1) Lactobacillus delbrueckii tirii bulgaricus (CHCC10019), DSM 19252
erisim numarasi altinda, 2007-04-03 tarthinde DSMZ-Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkul-turen GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124
Braunschweig ile WO2011/000879 say1li patent dokiimant i¢in depolanmistir.

Sonraki ¢rneklerde kullanilmis kalan suslar, mevcut basvuru icin biriktirilmistir

veya Chr Hansen’den ticari olarak temine edilebilmektedir.

Ornek 1: Laktozu yetersiz LAB kullanarak bir siit iiriiniiniin iiretilmesine
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yonelik yontemler

Laktozu cksik mutantlar, S. thermophilus (ST) (CHCC15914) ve Lactobacillus
delbrueckii tirii bulgaricus (LB) (CHCCI10019) EPS pozitif suslarindan izole
edilmistir.  Suglar, CHCCI15914 i¢in sirasiyla %1 laktoz ve 200 mg/ml X-Gal
iceren M17°de beyaz koloniler (bir laktoz eksikligi fenotipini gtstermektedir)
olarak UV-mutagenezinden sonra secilmistir. CHCC10019 icin %1 laktoz ve 200
mg/ml X-Gal iceren MRS agar plakalar.

Her iki sokak tiirii susu, B-galaktosidaz aktivitesine sahiptir ve sokak tiirii

kolonilerin, B-galaktosidaz aktivitesinden dolay1 mavi oldugu gorilmiistiir.

CHCCI10019°dan bir laktozu eksik mutant izole edilmis ve CHCCI18994 olarak

belirtilmistir.

CHCCI15914°den, bir laktozu eksik mutantlar izole edilmis ve sirasiyla
CHCC17861 ve CHCC17862 olarak belirtilmistir.

izole laktozu eksik mutantlarin biiyiime 6zellikleri asagidaki gibi belirlenmistir:

LB CHCC18994 fenotipi: lac-, suc-, gal-, gle+
ST CHCC17861 fenotipi: lac-, suc+ , gal+, glc+
ST CHCC17862 fenotipi: lac-, suc+ , gal+, gle+

Tam laktoz operon, tiim ii¢ mutant icin dizilmistir ve mutasyon tiiriinii ortaya

cikarmak igin ilgili sokak tiirii susu ile kiyaslanmistir.

An susla (CHCCI15914) kiyaslama, CHCCI7861’in, mutasyonun bir kac
niikleotid asag1 akisinda susunan kodlama sekansinda bir stop kodonuna ydnelen
lacZ geninin baslangicinda (p-galaktosidaz i¢in kodlama) bir ekstra "T"
niikleotide sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir. CHCC17862, lacZ geninin kodlama
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sekansim da kesen bir niikleotid delesyonu sergilemistir.

CHCCI18994 i¢in, lacZ geninin igerisinde bir mutasyon belirlenmistir. Bu, lacZ
igerisinde 8 niikleotid bir degisimle (5’-CTT CCA AGC-3’ ila 5°-CGC TAC
TAT-3") ve sonug olarak 3 amino asit bir degisim (Leu-Pro-Ser to Arg-Tyr-Tyr)

ile sonuglanmustir, bu da laktozu eksik fenotipini agiklamaktadir.

Tekil suslar olarak veya kombinasyon halinde (ST + LB) kullanildiginda tiim
mutantlar, laktozdan farkli bir fermente edilebilir karbonhidrat eklentisine bagl
olarak siitii asitlestirmektedir. Laktozu eksik kiiltiirlerin asitlesme aktivitesi, MRS
(LB agirlik cinsinden ve LB lac- mutant); %1 laktoz (ST agirlik cinsinden) iceren
MT17; veya farkli sakaroz konsantrasyonlarini iceren M17°de (%1 ve %0.5; ST
lac-mutantint  iceren fermentasyon) gece boyunca killtiirleri  kullanarak
belirlenmistir. Siit agtlanmistir ve fermentasyon, 37 °C’de pH gelisimi ile takip

edilmigtir.

20 ve 40 saat boyunca fermentasyon sicakhig altinda pH gelisimi, sirasiyla Sekil 2
ve 3'de gosterilmektedir ve sakarozun, neredeyse laktozu metabolize edebilme
kabiliyetine sahip olan ana LAB’nin neden oldugu siire¢ kadar hizli olan bir
fermentasyon siirecini sunan laktozu eksik suslarla metabolize edildigini
gostermektedir. Sakaroz ile harekete gecirilen fermentasyon siireci hemen
sonlandinlmakta ve sakaroz tiketildiginde bir diiz c¢izgiye girmektedir.
Karbonhidrat tilkenmesinin neden oldugu fermentasyonun sonlandirilmasimdan
sonra, pH, yaklasik pH 4.5’de stabil kalmistir. Oldukca stabil olan nihai bir pH,
CHCCI17861, CHCCI17862, veya CHCCI18994 tekil suslar olarak veya LB
mutanti ile birlikte ST mutantlarindan birisinin bir karisin olarak (karisim, Sekil
3’de gosterilmektedir) bulunmustur. Bu, bir tipik yogurdun iiretilmesine yonelik

bir fermentasyon yonteminde kullanilacak baglatici kiiltiire benzemektedir.

Suslar (CHCC17861 ve CHCC17862) arasinda herhangi bir énemli fark

gozlemlenememektedir. Sakaroz eklentisi bu sekilde asitlestirme aktivitesinin
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oldukc¢a kesin bir protokoliinii saglamaktadir.

Baz1 fermentasyonlarda, bir “destek” formasyonu, kangik kiiltiirlerin pH egrileri
icerisinde gdzlemlenmistir, bu da metabolizmanin, asit iiretimi tamamen
durmadan 6nce degistigini gdstermektedir (Sekil 3). Bunun incelenmesine yonelik
ST orani: LB degistirilmistir ve bu, destek formasyonunda bir degisime yol
acmustir. Lac-ST konsantrasyonunun azalmasi ve lac-LB susunun artisi, pH

desteginin azalmasi ve hatta daha aytay bir pH-"egrisi” ile sonuclanmistir.

Ote yandan sasirtic1 bir sekilde, sakaroz tiikendiginde ve pH destegini ortadan
kaldirdiginda %100 ST CHCC17861 kullamimi, tamamen kesilmis bir asit
iiretimine neden olmaktadir, fakat pH disiisii, pH degerinden daha yiiksek 0.3 bir
degerde durmaktadir (Sekil 3).

Tiim durumlarda, pH, fermentasyon siirecinin sonuna kadar (48 saat) 4.75"de sabit

kalmistir,

ST/LB es fermentasyonunda, Lactobacillus del-brueckii alt tirli  bulgaricus
bélimii, son pH dislisiinden ve ayni zamanda asitlesme sonrasi bir ana boliimden
sorumludur. Bu sebepten dolayi, LB konsantrasyonu, cofu yogurt fermentasyon

siirecinde ST konsantrasyonundan daha duisiik olmaktadir.

Bu, pH degerinin, eklenen sakarozun veya bir diger fermente edilebilir
karbonhidratin  konsantrasyonu ile tamamen kontrol edilebilmektedir, Lb.

Bulgaricus kolay bir sekilde arttirilabilmektedir.

Lac- Kkiiltiirii, 6rnegin 6 saat sonrasinda daha yiiksek bir nihai pH degeri ile
sonuc¢lanacakur, fakat onemli dlgiide daha diisiik asitlesme sonrasina ve bu sekilde

uzatilmis raf dmriine sahip olacaktir.

Baz1 deneylerde, pH’1n, fermentasyonun sonlandirilmasinin ardindan yaklasik 5
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saatligine oldukca sabit oldugu ve daha sonrasinda sonraki 10 saat (veri
gosterilmemistir) boyunca hafifce diistiigii gézlemlenmistir. Bu, goriiniise gore
spontane ters evrim revertantlar, Ornegin spontane mutasyon ile laktozu

kullanabilme kabiliyetini kazanan LAB’den kaynaklanmaktadir.

DEPOLAMA ve UZMAN COZUMU

Bagvuran, asagida aciklandigit  gibi  mevcut  basvuru icin  biriktirilen
mikroorganizmalarin bir numunesinin, gliniimiizde patentin verdildigi tarihe kadar

sadece bir uzman tarafindan temin edilebilmesini talep etmektedir.

Streptococcus thermophilus (CHCC15914), DSM 28909 erisim numaras: altinda,
2014-06-12 tarithinde DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroor-ganismen und
Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde

depolanmustir.

Lactobacillus delbrueckii tirl bulgaricus (CHCC18994), DSM 28910 erisim
numarast altinda, 2014-06-12 tarihinde DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroor-
ganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig

adresinde depolanmistir.

Streptococcus thermophilus (CHCC17861), DSM 28952 erisim numaras1 altinda,
2014-06-12 tarthinde DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroor-ganismen und
Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde

depolanmustir.

Streptococcus thermophilus (CHCC17862), DSM 28953 erisim numarasi altinda,
2014-06-12 tarihinde DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkul-turen  GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig adresinde

depolanmstir.
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Birikimler, patent prosediiriiniin  amaglanna yoOnelik mikroorganizmalarin

birikiminin uluslar aras1 tamminda Budapeste antlagsmasina gore olusturulmustur.
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