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OZET

Bu c¢alismada gastrit ve spesifik olmayan gastrit rahatsizligi bulunan 21 bireyden
aliman gastrik biyopsi ve diski ornekleri ile 13 saglikli bireyden saglanan diski
orneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin kolesterolii azaltabilme

ozellikleri incelenmistir.

96 adet laktobasil ve 33 adet enterokokun, 150 pg/mL kolesterol ilave edilmis
MRS-THIO sivi besiyerinden kolesterolii azaltma yiizdeleri belirlenmistir. Bu
amacla 24 saatlik inkiibasyon sonrasi siipernatantaki, peletteki ve kontroldeki
kolesterol miktarlari spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Laktobasillerden
kolesterolii azaltma ylizdesi en yiiksek bakteri %58.17 ile L. casei subsp. casei
BK10-48, en diisiik bakteri ise % 0.49 kolesterol azaltma orani ile L.acidophilus
AB5-18’dur. Enterokoklardan ise kolesterolii azaltma yiizdesi en yiiksek bakteri
%352.24 ile E. faecalis BC21-104, en diisiik bakteri ise % 4.69 kolesterol azaltma
orani ile E. malodaratus AK7-32’dir. Ayrica bakterilerin 24 saatlik inkiibasyonlar1
sonrasinda pH tayinleri de yapilmis ve pH degisimi ile kolesterol azalimi arasinda
bir iliski bulunamamistir. pH degerleri oldukca degiskenlik gostermistir.Bakterilerin
gosterdigi en diisliik pH degeri 4.18 iken en yiiksek deger 5.30°dur.

Incelenen bakteriler arasinda kolesterol azaltma yiizdeleri yiiksek olan 13 tanesi
secilmistir. Secilen bakterilerin asit ve safra toleranslar1 ayrica safra tuzlarmi
dekonjuge etme 6zellikleri incelenmistir. 13 bakteriden 6 tanesi 60. dakikaya kadar
canliligin1 kaybetmisken 4 tanesi pH 2’de 120 dakika siiresince canliligini devam
ettirebilmistir. Bakterilerin safra toleranslar1 degiskenlik gostermis ve bakterilerden
bir tanesi safra tuzu varliinda hi¢ gelisememistir. L. agilis AC3-10 safraya
dayaniklilig1 en yliksek bakteri iken L. agilis BK10-47 safra dayaniklilig1 en diisiik
bakteridir.

Segilen 13 adet bakterinin %15 yagh kremada kolesterolii azaltma Ozellikleri
incelenmistir. Kremadaki kolesterol tayini gaz kromatografisinde yapilmistir.
Bakterilerin kremadaki kolesterolii azaltma yiizdeleri ile siv1 besiyerindeki azaltma

yiizdeleri arasinda farkliliklar goriilmiistiir. MRS-THIO s1v1 besiyerinde kolesterolii



en fazla azaltan mikroorganizma L. casei subsp. casei BK10-48 iken kremada L.

maltaromicus AC3-16 ve L. maltaromicus A21-101 en iyi azaltmay1 yapmustir.

Anahtar kelimeler: Kolesterol azaltma orani, Laktik asit bakterileri, Asit toleransi,

Safra toleransi



ABSTRACT

In this study, cholesterol assimilation of lactic acid bacteria which were isolated
previously from feces samples of 13 healty persons and gastric biopsy samples of

21 persons who have gastride or non specific gastride were investigated.

Cholesterol reduction rate of 96 lactobacilli and 33 enterococci were determined in
MRS-THIO broth supplemented with 150 pg/ml cholesterol. For this purpose
cholesterol in culture supernatants, pelets and control samples were determined by

spectrophotometric methods after 24h incubation period.

Among Lactobacillus, while L. casei subsp. casei BK10-48 has shown the highest
cholesterol assimilation ( 58.17 %) and L. acidophilus AB5-18 the lowest (0.49 %).
Regarding cholesterol reduction ability of enterococci, maximum assimilation was
determined in E. faecalis BC21-104 (52.24%) and minimum assimilation in E.
malodaratus AK7-32(4.69 %). Besides pH was determined after 24 h incubation.
There was no evidence for any correlation between the pH and cholesterol

assimilation ratio. pH value of the cultures rather varied from 4.18 to 5.30.

Thirteen lactic acid bacteria having high cholesterol reduction ratio were selected.
Selected bacteria were examined for their acid tolerans, bile salt tolerans and
deconjugation of bile salt. Among these 13 bacteria, 6 bacteria were inhibited after
60 min.at pH 2.0, 4 bacteria could survive for 120 min. Bile salt tolerance of the
strains was variable. One bacterium did not grow in bile salt MRS-THIO broth. L.
agilis AC3-10 was the most resistant strain to bile salt however, L. agilis BK10-47
was the most sensitive strain. Cholesterol assimilation of these bacteria were also
examined by using a gas chromatographic method in cream (Fat 15 %). L. casei
subsp. casei BK10-48 caused the highest cholesterol reduction in MRS-THIO broth
while L. maltaromicus AC3-16 and L. maltaromicus A21-101 had the best
cholesterol assimilation in cream.

Keywords: Cholesterol reduction ratio, Lactic acid bacteria, Acid tolerance, Bile

tolerance
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1. GIRIS

Kolesterol, hayvanlar alemindeki tiim canlilarin hiicre membraninda bulunan ve
insan metabolizmasinda 6nemli rol oynayan organik bir maddedir. Kanda ve biitiin
organizmada belirli miktarda kolesterol bulunur. Safra asitleri ile cinsiyet ve
adrenalin hormonlar1 gibi bazi steroid hormonlarm biyosentezinde kolesterol
gereklidir. Viicuda gida maddeleri yolu ile giren ve bagirsaklarda absorbe edilen
kolesterolden ¢ok daha fazlasi aslinda viicut tarafindan ihtiyaca bagl olarak
sentezlenmektedir (Gong vd., 1996). Yetiskin normal bir insanin viicudunda yaklagik
150 g kolesterol bulunmaktadir. Digski ve diger yollarla meydana gelen kayiplari
karsilamak i¢in ise viicut tarafindan giinde 750-1500 mg kolesterol sentez
edilmektedir. Kolesterol, ince bagirsaklarda (safra asitlerinde oldugu gibi) diyetle
alman yag absorbsiyonunu saglar, hiicre zarlar1 ve sinirlerin temel bilesenlerinden
biridir ve bobrek {istii bezi korteksindeki steroid hormonlar ile D vitamininin dnciil
maddesi olup, gen¢ memelilerin gelisimi ve biiyiimesi i¢in temel bir maddedir.
Ayrica kolesteroliin karacigerdeki yikim iirlinii olan safra tuzlar1 yaglarin sindirimini

gerceklestirir (Demirci vd., 1996; Anar, 1998).

Siit yagimin dogal bir bileseni olan kolesterol biitiin hayvan tiirlerinin siitlerinde
bulunmaktadir. Insanlarda artan kolesterol miktar1 hiperkolesterolemiye yol
acabilmekte ve bu da koroner kalp hastalifinda risk faktorii kabul edilmektedir.
Ornegin; plazmada kolesteroliin artmas1 dolasim sisteminde atherosiklerotik
degisikliklerin olusumunu hizlandirmaktadir (Akalin vd., 1997; Anderson ve
Gilliland, 1999; Lin ve Chen, 2000; Juskiewicz ve Panfil-Kuncewicz 2003; Ahn vd.,
2003). Insan organizmasinda kolesterol sentezi geri beslemeli (feedback) olarak
kontrol edilmektedir. Buna ilaveten diyet kolesterolii alimindaki artis endojen
kolesterol sentezini % 20 azaltmaktadir. Diyetle alinan kolesterol orani insan
viicudunda, intestinal absobsiyonun diisiik olmasi, endojen sentezin baskisi, sterol
sentezinin artmasi ve dokularda biriktirilen kolesteroliin artmasiyla kontrol
edilmektedir. Bu nedenle ¢ogu insanda diyetle alian kolesteroliin etkisi pek fazla
olmadig1 belirtilmektedir. Besinlerle yiiksek diizeyde kolesterol alimmi takiben

goniillilerin yalnizca % 31’ inin serum kolesteroliinde artig gézlenmistir. Buradan



¢ogu insanin bir kontrol mekanizmasina sahip oldugu ve bu mekanizmanin serum
kolesteroliinii oldukga sabit bir diizeyde tutabildigi sonucu ¢ikarilabilir (Demirci vd.,

1996).

Kalp hastaliklarinin ortaya ¢ikmasinda beslenmenin yani sira ¢ok sayida risk faktorii
rol oynamaktadir. Sismanlik, yiiksek kalorili besin tiiketimi, yiiksek tansiyon, sigara
icme, seker hastaligi, genetik faktorler, viicut aktivitesinin azligi, immunolojik
olaylar, psikolojik durum, yas, cinsiyet, meslek, stres, asir1 kahve i¢imi, ¢evre
kirliligi, baz1 ilaglar v.b. gibi bir dizi genis faktorlerin etkili olabilecegi
belirtilmektedir.

Bugiin pek c¢ok iilkede yapilan arastirmalarda, her yil koroner kalp hastaliklar
nedeniyle meydana gelen o6liimlerin, kanserle meydana gelenlerle esdeger oldugu
goriilmistir. Kalp damar hastaliklariin seyri izlendiginde, bu hastalarda kan
kolesterol ~ seviyelerinin  siirekli  yiiksek olmasi  kolesterol  molekiiliiniin
sorgulanmasina neden olmustur. Kalp damar hastaliklarindan hayatin1 kaybedenlerde
ve kanda yiiksek kolesterol saptanan kisilerde damar tikanikligi nedeniyle felcler
olustugu gdzlenmistir. Bu gozlemden sonra tip cevrelerinde kolesteroliin kandaki

seviyesinin mutlaka diisiiriilmesi gerektigi ileri siiriilmistiir (Urkun, 1998).

Yapilan ¢alismalarda kandaki kolesterol seviyesi ile diyetle alinan kolesterol miktari
arasinda siki bir iliski oldugu goriilmiistiir. Bundan sonra kolesterollii gidalar
tilketmeme yoniinde bir egilim baglamistir. Bu amagla ¢esitli yontemlerle gidalardaki
kolesteroliin azaltilmas1 konusunda caligsmalar yapilmaktadir. Yontemlerden
bazilarinin uygulamada yarattiklar1 olumsuzluklar nedeni ile bu ¢alismada biyolojik
yolla kolesterol azaltilmasit iizerinde durulmustur. Laktik asit bakterilerinin
kolesterolii azaltma 6zellikleri incelenmistir. Insan viicudunda kolesterol emiliminin
bagirsaklarda gerceklesmesi nedeniyle Ozellikle insan gayta ve gastrik biyopsi

orneklerinde izole edilen bakteriler se¢ilmistir.

Siit ve fermente siit tdriinlerinin kolesterol disiiriicii etkilerinin bulundugu

bilinmektedir. Ancak bir siit {iriinii olan tereyaginin kolesterol icerigi yiiksektir. Bu



nedenle hiperkolesterolemisi olan bireylerin diyetlerinden ¢ikartilmaktadir.
Tereyaginin yapimu sirasinda kolesterolii azaltma 6zelligi yiliksek bakteriler ile

muamele edilmesi hem iiriindeki kolesteroliin azaltilmasina hemde tereyagiyla
beraber alinan bakterilerin insan bagirsak sisteminde de faaliyet gdstererek serum
kolesteroliiniin diismesinede faydali olacaktir. Bu nedenle bakterilerin secilirken asit

ve safra dayanikliklarida 6nemli olmaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2. 1. Kolesteroliin Yapis1

1815 yilinda Fransiz kimyaci M.E. Chevreul tarafindan bulunan kolesteroliin
yapisinin agiklanmasi ve biyosentez sekillerinin agiklanmasi giiniimiize kadar devam
etmistir. 20. yy basladiginda kolesterol izole edilmis ve kismen tanimlanmistir.
Ancak yapist hakkinda yeterli bilgi elde edilememistir. Bundan sonraki yiizyilda
kolesteroliin yapis1 agiklanmis, biyosentez yollari bulunmus ve kolesterol
metabolizmasii diizenleyen mekanizma agiklanmigtir (Vance, 2000). Kolesteroliin
yapisi, karbonlari sirayla numaralanmig olan dort adet birlesik halka (alfabenin ilk
dort harfi ile gosterilirler) ve D halkasina tutunmus 8 iiyeli dallanmis hidrokarbon
zincirinden olugsmustur. Sekil 2.1.1°de kolesteroliin kimyasal yapis1 Sekil 2.1.2° de
ise kolesteroliin ii¢ boyutlu yapist goriilmektedir. Sekil 2.1.2° de hidrojenler beyaz,

karbonlar gri ve oksijen kirmiz1 gosterilmistir (Voet vd., 1995).

21, 26
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Sekil 2.1.1. Kolesteroliin Yapisi (Voet vd., 1995)  Sekil 2.1.2.Kolesteroliin Yapisi

Kolesteroliin molekiil agirligi 386.64 g, kapali formiilii cholest-5-n-3p-0l-Cy7H460O,
erime noktas1 149 °C’dir. Plazma membranlari ve miyolin zarlar1 6zelligindeki hiicre
membranlarinda bulunur. Kolesterol bir dereceli doymamis bir degerli aromatik
alkoldiir. A, B, C, D olmak {iizere dort farkli trans izomeri mevcuttur. Beyaz renkli,
yagh yapida bir kristaldir. Yogunlugu 1.067 olup, su igermeyen c¢dozeltilerde

kristallenir. Sulu ¢ozeltilerde suyun bir kismini alarak, emiilsiyon olusturur. Su,



asitler ve alkalilerde ¢6ziinmez, piridin, kloroform, benzol ve eterde kolayca
coziiniir. Kromatografik veya renk o6zelliklerinden yararlanilarak tespit edilebilir.
Serbest formda veya yiiksek yag asitleri ile esterlesmis olarak bulunur. Kolesterol,
kozmetik ve ila¢ endiistrisinde ylizey koruyucu materyal ve emiilgatér olarak

kullanilmaktadir (Urkun, 1998; Metin, 1998).

2. 2. insan Organizmasinda Kolesterol

Yaglarin  sabunlagsmayan kisimlarindan olan steroller yiiksek molekiillii
alkoloidlerdir. Dogada hayvansal organizma ve yagli tohumlarda serbest veya
esterlesmis halde bulunurlar. Hayvanlarda zoosterol, bitkilerde fitosterol adi verilir.
Zoosterollerin en 6nemlisi kolesteroldiir ve siitte de dogal olarak bulunur. Kolesterol

hayvansal yaglarda serbest ve uzun zincirli yag asitleri ile esterlesmis haldedir.

Insan viicudunda agirhgin %0.32’si kolesteroldiir (Urkun, 1998). Lipoproteinlerin
plazmadaki kontroliiniin 6nemli bir faktorii olan kolesterol baslica iki kaynaktan
saglanir. Bunlardan birincisi diyetle alinan kolesterol (eksojen kolesterol), digeride
oncelikle karacigerde ince bagirsaklarda tiretilen kolesteroldiir (endojen kolesterol).
Karaciger, adrenal korteks, deri, ince bagirsak, testis ve aort gibi dokularda kolesterol
sentezi yapilabilir (Anar, 1998). Sekil 2. 2° de karaciger kolesteroliiniin kaynaklar1 ve

kolesteroliin karacigerden ayrilma yollar1 goriilmektedir.

Yiyeceklerle alinan kolesterol miktari, viicutta sentezlenen miktarin %20’si kadardir.
Gidalarla alinan kolesterol ya serbest halde ya da yag asitleri ile esterlesmis haldedir.
Esterlesmis kolesterol ince bagirsak liimeninde pankreatik kolesterol esteraz enzimi
tarafindan hidroliz edilir, serbest kolesterol ve yag asitlerine parcalanir. Serbest
kolesterol ince bagirsak tarafindan emilir. Viicutta sentezlenen kolesterol ile gida ile
alman kolesterol arasinda bir denge vardir. Bu denge organizma tarafindan ayarlanir.
Eger gida ile alinan kolesterol miktar: artarsa viicutta sentezlenen kolesterol miktari
azalir, denge korunur. Hasta kisilerde ise karacigerin kontrol sistemi bozulmustur.
Kandaki kolesterol seviyesini, sadece diyet degil, ayn1 zamanda viicutta iiretilen

kolesterol de etkiler (Metin, 1998). Diyetle alinan doymus yaglar ve kolesterol kan



kolesterol diizeyinin artmasina neden olur. Ulusal Kolesterol Egitim Programi
viicutta bulunacak kolesterolii su sekilde smiflandirmistir (Cizelge 2.2.)(Kramer,

2002; Oner, 2004).

ailah

Karaciger kolesterolindn ana kaynaklan

Sekil 2.2. Karaciger kolesteroliiniin kaynaklar1 ve kolesteroliin karacigerden ayrilma
yollari (Tokullugil vd., 1997).

Cizelge 2. 2. Viicutta bulunacak kolesterol durumlar1 (Kramer, 2002; Oner, 2004)

160-200 mg/dL Toplam Kolesterol Istenen miktar

200-239 mg/dL Toplam Kolesterol Siipheli, yiiksek

240 mg/dL-veya yukarist Toplam Kolesterol | Yiiksek

HDL(High Dansity Lipoprotein) seviyesi 40 mg/dL veya yukari
LDL(Low Dansity Lipoprtoein) seviyesi 100 mg/dL veya asagi olmalidir

2. 3. Kolesteroliin Kanda Tasinma islemi

Kolesterol kanda lipoproteinler vasitasi ile taginir (Anar, 1998). Sekil 2.3.1." de
lipoproteinlerin genel yapisi goriilmektedir (Voet vd., 1995).

2. 3. 1. Plazma Lipoprotenleri

Plazma lipoproteinleri apolipoproteinler olarak adlandirilan 6zgiin proteinler ve
lipidlerin molekiiler kompleksleridir. Bu dinamik partikiillerin sentez, yikim ve
plazmadan uzaklastirilmasi sabit bir denge durumundadir. Lipoprotein partikiilleri
sunlardir;

- Silomikronlar (CM)



- Cok diislik yogunluklu lipoproteinler (VLDL)

- Diisiik yogunluklu lipoproteinler (LDL)

- Yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL)

Sekil 2.3.1.°de lipoproteinlerin genel yapisi goriilmektedir (Voet vd.,1995).

Kolesterol esteri
Fosfolipid
Esterlesmemis kolesterol ~_ '
Apolipoprotein B-100 N >

Sekil 2.3.1. Lipoproteinlerin genel yapisi (Voet vd.,1995)

2. 3. 1. 1. Silomikronlar (CM)

Silomikronlar bagirsak mukoza hiicrelerinde iiretilir ve besinsel triasilgliserol,
kolesterol ve kolesterol esterlerini (ayrica bu hiicrelerde yapilan ilave lipidleri)

periferik dokulara tasirlar.

2. 3. 1. 2. Cok Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler (VLDL)

VLDL’ ler karacigerde iiretilir. Bu lipoproteinler biiyiik ¢cogunlukla triasilgliserolden
olusmustur. Fonksiyonlari, bu lipidi karacigerden periferik dokulara tagimaktir. Yagl
karaciger, karacigerin triasilgliserol sentezi ile VLDL salgilanmasi arasinda bir

dengesizlik oldugu durumlarda meydana gelir.

2. 3. 1. 3. Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler (LDL)

LDL partikiillerinin ana islevi periferik dokulara kolesterol saglamaktir. Bunu hem

hiicre ylizeyine temas ettiklerinde hiicrelerin membranlari iizerine serbest kolesterolii

birakarak hemde apolipoprotein B- 100’ i taniyan hiicre yiizey membranlarindeki



reseptorlere baglanarak yaparlar (Tokullugil vd., 1997). LDL partikiillerinin alim ve
yikiminin 6zeti Sekil 2.3.1.3.’de gosterilmistir (Voet vd., 1995).

LDL
reseploden

Kiolastaral esteri

Sekil 2.3.1.3. LDL partikiillerinin alim ve yikimi (Voet vd., 1995)

Sekil 2.3.1.3.’de goriildiigii gibi LDL reseptorleri hiicre zarlarindaki cukurlara
toplanmis olan negatif yiiklii glikoprotein molekdilleridir. Cukurun hiicre i¢ tarafi
cukurun seklini koruyan klatrin (bir protein) ile kaplanmistir. Baglanmadan sonra
LDL, endositoz yoluyla bozulmamis partikiiller olarak hiicre igine alinir. LDL igeren
vezikiil hizla klatrin kaplamasin1 kaybeder ve diger benzer vezikiillerle birlesir.
Boylece, endozom olarak adlandirilan daha biiyiik vezikiiller olugur. Endozom
iceriginin pH’ s1 diiser (endozomal ATPaz’ in proton pompalama aktivitesi). Bu
durum LDL’ in reseptoriinden ayrilmasina olanak saglar. Reseptorler daha sonra
endozomun bir kenarina gdgerler, oysa LDL’ ler vezikiiliin limeni i¢inde serbest

kalirlar.

Reseptorler yeniden kullanima girerler, oysa vezikiildeki lipoproteinler lizozomal
(hidrolitik) enzimler tarafindan parcalanirlar. Bu parcalanma sonucu kolesterol,

amino asitler, yag asitleri ve fosfolipid aciga ¢ikar.



2. 3. 1. 4. Yiiksek Yogunluklu Lipoproteinler (HDL)

Kan kolesteroliiniin yaklasik ticte biri yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ile
taginir. Arastirmacilarin bir kismi1 HDL’ nin kolesterolii arterlerden uzaklastirip
karacigere tasidigini, bir kismi da HDL’nin asir1 kolesterolii atherosklerotik
plaklardan uzaklastirdigini ve boylece plak olusumunu engelledigini ileri

siirmektedir. Bu nedenle HDL “iyi kolesterol ™ olarak bilinir (Anar, 1998).

2. 4. Diyetle Alnan Kolesteroliin Viicut Uzerindeki Etkisi

Insan bagirsak sisteminde kolesteroliin tamamen absorbsiyonu miimkiin degildir.
Absorbsiyon oranmi diyetle alinan toplam kolesterol miktar1 ve daha birgok faktore
baglhdir. Yapilan ¢alismalar diyet kolesterolii alimindaki artisin, plazma lipitleri
iizerine onemli bir etkisinin bulunmadig1 sonucunu ortaya ¢itkarmistir. Ancak buna
kars1 goriislerde bulunmaktadir. Ornegin; diyet kolesteroliiniin plazma kolesterolii
seviyesindeki artigta diger faktorlere ilaveten esas faktdr oldugu 6ne siiriilmektedir.
Ayrica bu faktorlerden besinlerle alinan yagin tipi yani doymus ya da doymamis yag
asitleri icermesi Onemlidir. Ancak bu, yagin kolesterol absorbsiyonunu onemli
Olciide etkilemez. Yapilan farkli ¢calismalarda kolesterol aliminin sinirlandirilmasinin
gereksiz oldugu, yalnizca hiperkolesterolemiye hassas kisilerin diyetlerine dikkat
etmelerinin geregi vurgulanmistir.

Koroner kalp hastaliklarinin nedenleri arasinda lipit hipotezi kabul edilmistir. Ancak
diyet kolesterolii aliminin azaltilmasinin plazma kolesteroliinii diisiirmeye ve bdylece
koroner kalp yetmezligi riskini azaltmaya 6nemli bir etkisinin bulunup bulunmadigi

yoniinde tartismalar mevcuttur (Demirci vd., 1996).

2. 5. Kan Kolesterolii ve Kalp Damar Hastahklar

Yiiksek kan kolesterol diizeyine sahip olan kisiler, yiiksek atherosikleroz riski
tasirlar. Atheroskileroz, orta ve bilylik arterlerin i¢ yiizeylerinde kolesterol ve
kolesterol esterlerinin ve hiicre yikim iriinlerinin biriktigi kronik bir hastaliktir.

Hastalik ilerledik¢e bu birikintiler, koroner arter hastaliga yol agacak sekilde kan
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akimimi azaltir ve hatta durdurur. Etkilenen arter tarafindan kanlanmasi saglanan
hiicreler oksijen ve besinlerden mahrum kalir ve hizla dliirler. Kan akimindaki bu
kesilme kalbin arterlerinden birinde olursa kalp krizi gelisir. Sonugta, kalp kasinin bir

kismi is géremez olur ve Sliimle sonuglanabilir.

Kandaki toplam plazma kolesteroliiniin azalmas: kalp hastaliklar1 riskini azalttigi,
A.B.D Lipit Research Clinic programinda belirtilmistir (Gilliland vd., 1985).
Amerika’da her yil 65 milyon kiside kalp ve damar hastaliklar tespit edilmekle ve
bir milyon kisi bu hastaliktan hayatin1 kaybetmektedir (Mc Namara, 1991).

Kalp damar hastaligindan dliim siklif1 ve plazma kolesterol konsantrasyonu arasinda
stki bir iligki vardir. Yiiksek total plazma kolesterol diizeyi ile koroner arter hastaligi
arasinda bir korelasyon vardir, ancak kan LDL-kolesterol diizeyi ile kalp hastaligi
arasinda daha gii¢li bir iliski s6z konusudur. Kan kolesteroliiniin yaklasik olarak %
80’ 1 LDL’ de taginir. Bunun aksine, yiiksek HDL-kolesterol diizeyleri, kalp hastalig1
riskini azaltir. Sigsman ve hareketsiz kisiler daha yiiksek LDL diizeylerine sahip
olmaya meyilliyken, atletikler daha yiiksek HDL diizeylerine sahiptirler. Genellikle
menopoz oncesi kadmlar erkeklere gore daha yiiksek HDL diizeylerine sahiptirler.
Bu durum kismen kadinlarda kalp hastaligi riskinin daha diisiik olmasina sebep olur
(Tokullugil vd., 1997). LDL’ nin asir1 liretiminin ve / veya kullaniminin sonucu olan
yiiksek kan kolesterolil yani hiperkolesterolemiye iki metabolik diizensizligin neden
oldugu bilinmektedir. Bunlardan birincisi kalitsal faktorler ailesel hiperkolesterolemi,

ikincisi ise yiiksek kolesterol igeren diyet tiiketimidir.

Ailesel hiperkolesterolemiye, fonksiyonel LDL reseptorlerinin eksikliginin baskin
oldugu bir genetik kusurdur. Sekil 2.5.1., Sekil 2.5.2. ve Sekil 2.5.3.” de LDL
reseptorlerinin durumu goriilmektedir (Voet vd., 1995). Karaciger LDL reseptorleri

plazma LDL’ sinin {iretimini ve alimimni kontrol ederler.
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Normal insanda VLDL karacigerde saklanir ve kilcal damarlarin periferik
dokularinda IDL’ ye doniistiiriiliir. Plazma IDL partikiillerinin yarisina yakint LDL
reseptorlerine baglanir ve karaciger tarafindan alinir. Kalan kismi periferik dokularda

LDL’ ye doniisiir (Sekil 2.5.1)

(a) Normal

Karaciger

VLDL 80

Bagirsak \

5 Serbe_st yiag
asitleri

Lipoprotein
lipaz

Sekil 2.5.1. Normal insan karacigerinde LDL reseptorlerinin durumu

(b) Ailesel hiperkolesterolemia

Serbest yag

asitleri
Lipoprotein
lipaz

Sekil 2.5.2 Bireysel ve aileden gelen hiperkolesterolemi’ de karaciger LDL
reseptorleri
Bireysel ve aileden gelen hiperkolesterolemi’ de karaciger LDL reseptorleri genetik

kusur nedeniyle zayiflar ya da bulunmaz (Sekil 2.5.2).
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Yiiksek kolesterol igeren diyetle beslenen bireylerde, karaciger kolesterolle dolar ve
bu durumda LDL reseptdrlerinin iiretimini baski altinda tutar. Genetik veya diyet
nedeniyle olusan reseptor eksikligi plazma LDL seviyesini,

LDL iiretiminin artmasi ve LDL aliminin azalmasi nedeniyle arttirir (Sekil 2.5.3)

(Voet vd., 1995).

(c) Yiksek kolesterol diyeti

° [ ]
.. e o o?®
°® See
%
Diyetsel kolesterol LDL
@]
VLDL
0@
Serbest yag

asitleri

Lipoprotein
lipaz

Sekil 2.5.3 Yiiksek kolesterol iceren diyetle beslenen bireylerde LDL reseptorlerinin

durumu

2. 6. Fermente veya Fermente Olmams Siit Mamiillerinin Kolesterol

Konsantrasyonuna Etkisi

Yiiksek kolesterollii kisilere onerilen doymus yag asitleri ve kolesterol orani diisiik
diyet uygulamasinin serum kolesterol diizeyini ancak % 3, 0 — 7, 4 arasinda
diisiirdiigi belirlenmistir. Bu diisiik etkinligin nedenlerinden biri viicutta 6nemli
miktarda kolesterol iiretilmesi ve diyetten gelen eksikligin viicut tarafindan
karsilanmasidir. Bugiin i¢in kolesterol tedavisinin standart araglari lipit oranini
diistiren ilaglardir. Ancak hastanin geri kalan yasaminda birtakim yan etkileri olan bu
ilaglara bagl kalmasi rahatsiz edici bir duygudur. Bu yiizden yiiksek kolesteroliin
tedavisinde bireyin yeme aliskanliklarinda 6nemli bir degisiklik gerektirmeyen etkili

bir gida maddesinin daha uygun hatta ideal oldugu disiiniilmektedir (Gong vd.,



13

1996). Bugiin i¢in diyette yer alan baz1 siit ve fermente siit mamullerinin kolesterolii
diisirmede biiyiik yarar sagladigi kabul edilmektedir. Degisik fermente siit
mamullerinin kolesterol konusunda farkli etki gdsterdigi ve bunun iiretimlerinde

kullanilan bakteri suslarindan kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir (St-Onge vd., 2000 ).

2. 6. 1. Siit Tiiketiminin Kolesterol Diisiiriicii Etkisi

1970’ 1i yillardan bu yana insanlar ve deneysel hayvanlar iizerinde yapilan
arastirmalarda siit, yagsiz siit ve ¢esitli slit mamullerinin kolesterolii diisiiriicli yonde
bir etki gosterdigi belirlenmistir (Gong vd, 1996). Siitiin kolesterol konsantrasyonu
iizerine etkisi Afrika’ daki Maasai yerlileri iizerinde incelenmigtir. Aragtirma
siiresince burada yasayan insanlar hayvansal irliinii kan ve siit ile beraber
tilketmislerdir. Arastirmaya basladiktan 4 hafta sonra gruplarda toplam kolesterol
konsantrasyonunun belirgin bir sekilde diistiigii goriilmistiir. Boylece siitiin igindeki
bir faktoriin kolesterol konsantrasyonunu diisiirdiigii fazla miktarda siit tiikketimi ile
de kolesterol konsantrasyonunun daha yiiksek oranda azaldigi sonucuna varilmigtir.

Siit kolesterol sentezinin bir inhibitorii olarak kabul edilmistir (St-Onge vd., 2000 ).

Steinmetz vd. Amerikan Kalp Merkezi tavsiyeleri ile bireylere uygun gelen diyetlere
gore siit ile yagsiz siit etkisini mukayese etmislerdir. Her birey glinde 660 ml siitii 6
hafta boyunca tiiketmislerdir. Deneme 10-16 hafta kadar siirmiistiir. Yeteri kadar kan
ornegi 3. ve 6. haftalarda alinmis toplam kolesterol, LDL, HDL kolesterol ve
triasilgliserol konsantrasyonlarina bakilmistir. Siit ile yagsiz siit mukayese
edildiginde 6 hafta boyunca yagsiz siit tiiketenlerin toplam kolesteroliinde 6nemli bir
azalma goriilmiistiir. Her iki diyette daha diisiik HDL kolesterolii olusturmustur (St-
Onge vd., 2000 ).

Golay vd., (1990) tarafindan 11 erkegin toplam kolesterol konsantrasyonu 7, 01
mmol / L olarak temel alinmis, standart yagsiz siit ile bagisiklik kazanmis ineklerden
elde edilen yagsiz siit kargilagtirilmistir. Bu ¢aligmada toplam kolesterol ve LDL
kolesterol konsantrasyonlarinda bagisikligi olan ineklerden elde edilen yagsiz siit 0, 3

— 0,5 L/ g oraninda 8 hafta kontrol altinda bir beslenme ile beraber tiiketildiginde
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belirgin bir azalma oldugu goriilmiistiir. Sharpe vd. 30 birey lizerinde, 5 periyotta, 38
hafta siiresince bir ¢calisma yapmuslardir. Bireylere, ¢calismanin sonuna kadar uygun
bir diyetle beslenmeleri ve birbirlerine uygun yag almalar gerektigi belirtilmistir.
Sonuglar bagisikligi arttirilmis ineklerden elde edilen siitiin, normal yagsiz siite gore
toplam kolesterol ve LDL kolesteroliindeki belirgin azalmanin sorumlusu oldugunu
gostermistir. Bu durum bagisiklik kazanmis ineklerden elde edilen siitiin tiiketiminin
kolesterol konsantrasyonuna etkisinin, safra asitlerini arttiran ve kolesterol salgilayan
gastrointestinal degisikliklerden kaynaklandigi seklinde yorumlanmustir. Safra
asitleri dongiisiindeki bir azalma, mutlaka plazma kolesterol konsantrasyonunu
disirecektir, ¢iinkii kolesterol, safra asitleri sentezinde kullanilmaktadir. Biitiin
caligmalarda farkli aracilarin kolesterol diisiiriicii etkilere neden oldugu sdylenmis
fakat siitlin magnezyum, riboflavin, orotik asit, IgG, bilinmeyen inhibitor faktorler
veya gastrointestinal flora gibi hangi bilesenlerin bu hipokolesterolemik etkinin

sebebi oldugu belirtilmemistir (St-Onge vd., 2000 ).

2. 6. 2. Fermente Siit Uriinlerinin Kolesterol Konsantrasyonu Uzerine Etkisinin

Hayvanlar Uzerinde Yapilan Cahsmalarla incelenmesi

Sharpe vd. (1994) bagisiklik kazanmis ineklerden elde edilen siitiin gastrointestinal
florada hareket ederken gosterdikleri etkiyi incelemislerdir. Gastrointestinal floranin
kolesterol konsantrasyonunun dagilimini etkilemesi durumunda plazma kolesterol
konsantrasyonunda olusan degisikliklerde fermente siit iiriinlerinin tiiketilmesinin

o6nemine dikkat ¢ekmislerdir.

Birgok arastirmaci, pastorize siitiin, yogurdun ve diger fermente siitlerin kolesterol
konsantrasyonuna etkisini hayvan deneyleri ile kargilagtirmislardir. Beena ve Prasad
(1997) tarafindan yapilmis ¢alismada, standart yogurt ile bifiduslu yogurdun
farelerde serum kolesterol konsantrasyonuna etkisi incelenmistir. Farelere verilen
yogurtlar, yagsiz siittozu, kondense peynir altt suyu veya hidrolize olmus laktoz
iceren kondense peynir alt1 suyu ile zenginlestirilmislerdir. Fareler 30 giin boyunca
kolesterolce yiiksek diyetle birlikte yogurt ile beslenmiglerdir. Biitiin yogurtlar

belirgin sekilde toplam kolesterolii diislirmiis, ancak bu durum hidrolize olmus laktoz



15

iceren, kondense peynir alt1 suyu ile takviye edilmis yogurtlarda daha etkili olmustur.
Bifiduslu yogurt ve yagsiz siit tozu ile beslenen grupta HDL kolesterol
konsantrasyonlarinda artis goriilmistiir. Bifiduslu yogurtla beslenen biitiin gruplarda,
LDL kolesterol konsantrasyonu verilen tam yagh siite gore, %21-27 oraninda daha

diisiik oldugu tesbit edilmistir.

Bagka bir ¢aligmada fareler su, yagsiz siit ya da S. thermophilus bakterisi inokule
edilmis siit ile 29 giin boyunca beslenmislerdir. Plazma kolesterol konsantrasyonu
termofiluslu grupta su ya da yagsiz siit verilen gruba gore belirgin bir sekilde diisiik
bulunmustur. Yagsiz siitin  plazma  kolesterol  konsantrasyonuna etkisi
bulunmamaktadir. Ancak S. thermophilus’un fermantasyonu sirasinda iiretilen oratat
metabolitlerinin hipokolesterolemiye sebep oldugunu agiklanmistir (St-Onge vd.,

2000).

Laktik asit bakterilerinin hipokolesterolemik 6zelliklerini belirlemek i¢in ¢alismalar
yapilmistir. Nakajima vd. (1992) vizkozite yapan laktakoklarla iiretilen (ropy)
fermente siitiin etkisini farelere yiiksek kolesterollii diyet vererek serum kolesterol
konsantrasyonlarini arastirmiglardir. Yagsiz siit % 5’ lik viskozite yapan ya da
yapmayan L. lactis subsp. cremoris suslarindan biriyle inokule edilmis, kontrol
olarak laktik asitle pH 4.7°ye ayarlanmis siit kullanilmistir. Fareler % 10 oraninda
viskozite yapan ve yapmayan L. cremoris ile fermente olmus siit yada asitli siit ile 7
giin boyunca yiiksek kolesterol iceren diyetle beslenmislerdir. Bu siire sonunda
toplam kolesterol konsantrasyonu belirgin bir sekilde diisiik bulunurken, HDL
kolesteroliiniin toplam kolesterole orani vizkozite yapan fermente siitte
asitlendirilmis gruba gore daha yiiksek bulunmustur. Ancak HDL kolesterol ve
triasilgliserol konsantrasyonlar1 gruplar arasinda belirgin bir fark tesbit edilmemistir

(St-Onge vd., 2000 ).

Cesitli hayvan denemelerinde fermente siit iiriinlerinin kolesterol diisiiriicii etkileri
oldugu goriilmistiir. Sonuglarin ¢ogu hipokolesterolemik durumdan bakterilerin

sorumlu olabilecegini gostermistir. Daha sonra yapilan caligmalarda da tek bir
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bakteri ¢esidine gore birkag bakteri kombinasyonunun kullanilmasinin kolesterol

mekanizmasina daha biiyiik etkisi oldugu belirtilmistir (St-Onge vd., 2000).

2. 7. Gidalardaki Kolesteroliin Azaltilmasi

Diyet kolesteroliiniin hiperkolesterolemiye yol acabildiginin ve koroner kalp

yetmezligi riskini arttirdiginin anlasilmasi, bazi gidalarin tiikketilmesini engellemis ve

tilketicilerin diisiik kolesterollii ve kolesterolii azaltilmis gidalara ydnelmelerine

neden olmustur. Kolesterol esas olarak hayvansal gidalarda, ozellikle plazma

membranlarinda, lipoproteinlerde ve yaglarda yer alan bir maddedir. En fazla

kolesterol ise, yumurta, beyin, kemik iligi, bobrek, karaciger ve tereyaginda

bulunmaktadir (Cizelge 2.7 ).

Cizelge 2.7. Bazi gidalarin kolesterol igerikleri ( Demirci vd., 1996 )

GIDA TURU Yag Orani (g/ 100 g) | Kolesterol Oran1 (mg / 100 g)
Anne Siitii 4.0 25
Inek Siitii 3.8 12.3
Yagsiz Siit 0.1 3
Krema 31.7 109
Yogurt 3.8 12.2
Peynir Brie 27.9 100

Camambert 223 62
Cedar 32.3 100
Mavi Peynir 29.8 88
Emmental 29.7 92
Taze Peynir 31.5 103
Gouda 29.2 114
Parmesan 25.8 68
Kuark 5.1 17
Yumurta Biitiin 14.4 396
Saris1 31.9 1260
Tereyagi 83.2 240
Don yagi 96.5 100
Domuz yagi 99.7 86
Dana yagi Yalniz kas 0.8 70
Karaciger 4.1 360
Bobrek 6.4 380
Sigir Eti Yalniz kas 1.9 60
Domuz Eti Yalniz kas 1.9 65
Karaciger 5.7 340




17

Gidalarda bulunan kolesteroliin azaltilmainda ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.

1- Biyolojik yolla kolesteroliin azaltilmasi
2- Kimyasal yolla kolesteroliin azaltilmas1
2.1. Kat1 - S1v1 Ekstraksiyonu

2.2. Kompleks olusturma

3. Fiziksel Yolla Kolesteroliin Azaltilmasi
3.1. Distilasyon ve Kristalizasyon

3.2. Siiperkritik S1vi Ekstraksiyonu

2.7. 1. Biyolojik Yolla Kolesteroliin Azaltilmasi

Gidalardaki kolesteroliin biyolojik yolla azaltilmasinda, enzim ve mikroorganizmalar
kullanilmaktadir. Dogada Nocardia ve Rhodococcus gibi kolesterolii pargalayan ¢ok
sayida bakteri tiiri mevcuttur. Bu ve benzeri bakteriler, kolesterolii enzimleri
aracilig ile modifiye etmektedirler. Bu enzimlerin baglicalar1 kolesterol oksidaz ve
rediiktazlardir. Hiicre membranina bagli olarak bulunan kolesterol oksidazlar,
Nocardia erythropolis, Nocardia rhodochrous, Rhodococcus equi ve Streptomyces
tiirlerinden izole edilmistir. Kolesterolii parcalayan diger bakteriler, Str. violascens,
Brevibakterium sterolicum, Streptoverticillum cholsterolicum ve Rhodococcus

equi’dir.

Bakterilerin gidalardaki kolesterolii indirgemek i¢in kullanilmalar1 baz1 problemleri
de beraberinde getirmistir. Ik olarak akla tiiketicilerin bakterilerin kullanilmasini
siphe ile karsilayabilecekleri gelmektedir. Ayrica Rhodococcus equi gibi bazi
tiirlerin 6nemli patojen oldugu tespit edilmistir. Bu durumda ise kolesterol rediiktaz
enzimi genlerinin tanimlanarak, peynir dretiminde starter kiltiir olarak kullanilan
laktik asit bakterilerine transfer edilmesi Onerilmektedir. Diger bir problem ise,
biyokonversiyon sonucu zararli kolesterol yan {iriinlerinin ortaya c¢ikmasidir.
Kolesteroliin oksitlenmesi ise daha 6nemli bir problemi olusturmaktadir. Ciinkii

okside olmus kolesterol toksik bir 6zellik gostermektedir (Demirci vd., 1996 ).
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Juskiewicz ve Panfil-Kuncewicz (2003) %4 ve %8 yaglh siitlere yogurt ve yogurt
benzeri Uriinlerde starter olarak kullanilan termofilik bakterileri inokiile etmis ve bu
bakterilerin siitteki kolesterolii azaltma Ozelliklerini incelemislerdir. Farkli kiiltiir
kombinasyonlarinin  kullanildigt bu c¢alismada Streptococcus salivarius  spp.
thermophilus ve Lactobacillus delbruecki spp. bulgaricus igeren %4 yagl siitlerde

%22.2 oraninda kolesterolde azalma gozlenmistir.
2.7. 2. Kimyasal Yolla Kolesteroliin Azaltilmasi
2.7.2. 1. Kat1 - S1v1 Ekstraksiyonu

Kolesterol sivi gidalardan aktif komiir, gozenekli cam, seramik, plastik silikagel gibi
absorbentler ile ekstraksiyon yoluyla uzaklastirilabilmektedir. Tereyag: iizerinde
yapilan calismalarda tereyagi 70-90 °C’ye eritildikten sonra tanelenmis veya
puskiirtiilmiis karbon (yaklasik olarak agirlikca 5:1 yag:adsorband orani) veya aktif
karbon (8:1 adsorbanda yagin agirlik¢a orani) ilave edilir. S1vi yag, adsorbandla dolu
bir kolon igerisinden gecirilmek suretiyle bir siire adsorban ile temas ettirilir. Renk
ve aroma maddelerinin yani sira kolesterol karbon partikiillerine baglanarak siitten
ayrilir. Saf karbon materyallerinin yerine plastik, seramik veya cam poruslara
baglanmis olanlar da kullanilabilir. Islemden sonra aroma maddeleri ve B-karoten
tereyaginin aromasini ve rengini tekrar olusturmak i¢in kolesterolii %90’dan fazlasi
ayrilmis tereyagina katki maddesi olarak katilir. Hoche firmasi bu yontem ile elde
edilen kolesterolii azaltilmig tereyagini piyasaya siirmiistiir. Bu tereyaginin adi hala
tartisilmaktadir. Fakat yasal olarak diyet tereyagi adi altinda satilmaktadir (Urkun,
1998).

2.7.2.2. Kompleks Olusturma

Siitten kolesterolii ekstrakte etmek i¢in Avustralya Siitciiliikk Enstitiisiinde gelistirilen
ve SIDOAK ad1 verilen metot diger yontemlerden daha ucuz ve etkindir. Yalnizca
geleneksel siitciiliik ekipmanlar yeterlidir. Bu yontem kolesterole karsi fiziksel

cekiciligi olan B-siklodekstrin ( B-SD ) ile kolesteroliin ekstrakte edilmesi iizerine
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dayandirilmistir. B-SD kolesterol ile ¢oziinmez bir yapi olusturur. Bu kompleks
santrifiigasyon veya filtrasyon islemi ile uzaklastirilabilir. Bu sekilde elde edilen
kolesterolii azaltilmig siitten iiretilen tereyagi ve peynir geleneksel yontem ile
yapilanlardan ayirt edilemez. Bu yontem ile siitiin kolesteroliinden bagka esansiyel
yag asitleri, yagda ¢oziinen vitaminler gibi diger bilesenleri uzaklastirilmaz. Ayria bu
yontem ile mikrobiyel kontaminasyon da minimum diizeydedir. (Oakenfull vd.,

1991; Seckin ve Metin, 2003) .

Vollbrecht B-siklodekstrinin kolesterol i¢in yiiksek segicilige sahip oldugu, yumurta
sarisindan  kolesteroliin  uzaklastirilmas1  ¢alismalarinda isaret etmigtir. -
siklodekstrin, ( B-SD ) toksik olmamasi, yenebilme niteligi, higroskobik olmamasi,
kimyasal stabilitesi ve kolay ayrilmasi gibi avantajlara sahiptir. Boylece gidalardan
kolesteroliin uzaklagtiritlmasinda uygun &zellige sahiptir (Yen vd., 2000). Ayrica -
SD’ nin kolesterol ile stabil bir kompleks yaptigi (cholest-5-ene-3- B-ol) ve bu
kompleksin suda az ¢oziindiigii bilinmektedir (Manohar vd., 1998)

2. 7. 3. Fiziksel Yolla Kolesteroliin Azaltilmasi

2. 7. 3. 1. Distilasyon ve Kristalizasyon

Kolesteroliin buharda ¢dziinebilir olmasi nedeni ile yagin buharla muamelesi
kolesteroliin biiyiik bir kismini uzaklastirabilmektedir. Bu islemle balik yag1 ve susuz
tereyagmin kolesterolii % 95 azaltilabilmektedir. Bu amagla uygulanan islemlerden
distilasyon (short path distilasyon ) ve kristalizasyon (melt crytalization) islemlerinde
yag fraksiyonlarmna ayrilmaktadir. Kristalizasyon isleminde yag, sivilastirilmis
fazdan farkli bilesenleri aymrmak icin degisik sicaklik derecelerine sogutularak
kristalize edilir. Siit yag1, farkli fiziksel 6zelliklere (erime noktast gibi ) sahip gesitli
trigliseritlerin bir karisimi oldugu icin farkli kimyasal kompozisyonlara sahip
fraksiyonlara ve farkli kolesterol diizeylerine ayrilmast miimkiindiir (Demirci vd.,

1996).
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2.7. 3. 2. Siiperkritik Siv1 Ekstraksiyonu

Gida endiistrisinde son zamanlarda kullanilan bir teknik olup yogunlugu yiiksek,
viskozitesi diisiik yiiksek sicaklik ve yiiksek basing altinda yiizey gerilimi azaltilmis
bir gazla (genellikle karbondioksit ) , giday1 muamele etme islemidir (Demirci vd.,
1996).

Maddenin kati, sivi ve gaz halinde bulundugu bilinmektedir. Ancak gazlar kritik
sicakliklarin iistiinde 1sitilir ve basing uygulanirsa “stiperkritik faz” adi verilen 4. bir
faza gecerler. Bir maddenin kritik sicakligt ( Tc ), o sicakligin iistiinde ne kadar
basing uygulanirsa uygulansin sivilastirilamayacagi sicakliktir. Bu  sicakliktaki
basingta kritik basmgtir ( Pc ). Pc-Tc’ nin istiindeki bdlgede bulunan siiperkritik
akiskanlarin sivi- gaz arasi dzellikleri vardir. Siviya benzer yogunluklart ve bir sivi
¢oziicii gibi fonksiyonlar1 vardir. Bu akigkanlarin en 6nemli 6zellikleri basing ve
sicaklik ile degisen yogunluklaridir. Bir P basincinda sicaklik artarsa veya bir T
sicakliginda basing diiserse yogunluk azalir. Bu 6zelligi ile ilgili olarak sicaklik ve
yogunluk degistirilerek fraksiyonlama yapmak miimkiin olmaktadir (Pekyardimci,

1991).

Stiperkritik sivi ekstraksiyonu uygulamalarinda CO,, pahali olmamasi, suya yakin
derecede bol bulunabilmesi, toksik olmamasi, yanici ve korozif olmamasi ve diisiik

kritik sicakligi nedeni ile tercih edilmektedir (Bradley, 1989).

Stiperkritik CO, uygulamasi ile tereyagindaki kolesterol seviyesi % 90 oraninda

azaltilmaktadir (Smith, 1993 ).

Mohamed vd. (2000) tereyagindan kolesteroliin azaltilmasi igin siiperkritik etan
ekstraksyonu kullanmislar ve tereyaginin stiperkritik etanda siiperkritik CO,’ye gore
daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Bu ¢oziiniirliigiin yiiksek olmasi daha az ¢oziicii

kullanilmasina olanak saglayabilmektedir.
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2. 8. Laktik Asit Bakterileri ile Serum Kolesterol Diizeyinin Diisiiriilmesi

Bazi laktik asit bakterileri gelismeleri sirasinda kolesterolii ince bagirsaklarda tutma
yetenegine sahiptir. Ince bagirsak, insanlarda serum kolesterol konsantrasyonunun
kontroliinde potansiyel bir yardim saglamaktadir, ¢linkii ince bagirsak kolesterol

absorbsiyonunun yapildigi ilk yerdir (Noh vd., 1997 ).

Laktik asit bakterilerinden L. acidophilus cinsi genellikle yogurt gibi fermente
siitlerde ve asidofiluslu siitlerde probiyotik olarak saglik agisindan yararh etkileri
bulunmasi nedeniyle kullanilmaktadir (Usman vd., 1999 ). L. acidophilus igeren siit
iirtinlerinin tiiketilmesi insan ve hayvanlarda serum kolesterol konsantrasyonunun
kontroliine yardim etmektedir (Buck vd., 1994 ). Giinliik alinan besinde bulunan
kolesterolii ince bagirsakta viicuda emilimi ger¢eklesmeden baglanmasi bakteriyel

hiicreler tarafindan gergeklestirilmektedir (Usman vd., 1999).

Yapilan c¢alismalarda safra ve kolesterol igeren besiyerinde gelistirilen L.
acidophilus™un bazi suslarinin anaerobik ortamda kolesterolii indirgedigi
gorlilmiistir (Gilliland vd., 1985, Buck vd., 1994 ). Kolesterolii asimile etme
yetenegi bakterilerde farkliliklar gostermektedir. Laboratuvar kosullarinda gelisme
sirasinda kolesterolii asimile edemeyen bir bakteri, domuzlarda yiiksek kolesterol

diyeti ile beslenmede serum kolesterolii iizerine etki etmemektedir (Noh vd., 1997 ).

Hosono ve Tono-oka (1995) fermente siit {irlinlerinden izole edilen laktik asit
bakterilerinin  kolesterolii azaltma 0&zelliklerini  incelemiglerdir. Arastirmada
Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis, Leuconoctoc mesenteroides, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus casei tirlerine ait suslar kullanilmis ve bunlar arasinda
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis R-43 susunun %33.91 oraninda

kolesterolii bagladig: belirtilmistir.

Pereira ve Gibson. (2002) 11 ticari probiyotik ve insan kaynakli 9 farkli laktik asit
bakterisi ve bifidobakterin kolesterolii asimile etme 6zelliklerini karsilagtirmislardir.

Oncelikli olarak insan mide ve bagirsak sistemine dayanikliliklarmi belirlemek
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amaciyla asit ve safra toleranslarma bakilmis daha sonra kolesterolii asimile etme
ozellikleri incelenmistir. Sonuglarda Lactobacillus casei Shirota da daha belirgin
olmakla beraber %0.4 safrada daha iyi asimilasyon gozlenmistir. insan fecesinden
izole edilen Lactobacillus brevis NR1C1684 ve Enterococcus faecalis 'in her iki safra
oraninda da digerlerine oranla 1.5 kat daha fazla kolesterolii asimile ettigi
belirlenmistir. Benzer calismalar insan kaynakli Lactobacillus casei tiirleri igin de
yapilmstir. Bakterilerin safra tuzu dekonjugasyonlar1 ve besiyerindeki kolesterolii

uzaklastirma 6zellikleri incelenmistir (Brashears vd., 1999).

Usman ve Hosono (1999) 28 Lactobacillus gasseri’nin safra toleransi, sodyum
taurokolat dekonjugasyonu ve kolesterolii baglama ozelliklerini incelemislerdir.
Sodyum taurokolat insan ince bagirsak sisteminde bulunan bir safra tuzudur.
Calismada Lactobacillus gasseri tlirlerinin  kolesteroli baglama &zelliginin

bulundugu fakat sus diizeyinde oransal farkliliklar oldugunu belirtmislerdir.

Grill vd. (2000) Lactobacillus amylovorus ve Bifidobacterium breve’in kolesterole
etkisini incelemiglerdir. Safra tuzu igermeyen ortamda her iki bakteri de kolesterolii
asimile edememisken taurokolik asit iceren ortamda sirasiyla %81 ve %69 oraninda
asimilasyon meydana gelmistir. Ayrica safra iceren ortamda ise bu oranlar sirasiyla
%77 ile %68’dir. Bu sonuglar kolesterol asimilasyonu igin ortamda safra bulunmasi
gerektigini gostermektedir. Benzer calismalar laktobasillerin yani sira laktokoklar
tizerinde de yapilmustir. Lactococcus lactis subsp. lactis N7'nin %97.3 oraninda
kolesterolii azalttigi belirlenmistir. Insan mide-bagirsak sistemindeki sartlara
dayanikli laktokoklarin fermente siit {iriinlerinde ve peynir yapiminda starter olarak
kullanilmasi yeni probiyotik gidalarin gelistirilmesine olanak saglamaktadir (Kimoto

vd., 2002).

Taranto vd. (1998) Isvicre Albino farelerini yiiksek kolesterol iceren diyetle
besleyerek hiperkolesterolemi olusturup daha sonra igme sularina Lactobacillus
reuteri CRL 1098 (giinde 10* hiicre) verilen farelerde 7 giin sonra toplam kolesterol

oranlarinda belirgin bir diisiis oldugunu gézlemlemislerdir.
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Kolesteroliin sivi besiyeri igerisinden asimile edilmesini inceleyen c¢aligmalarin
cogunda ortam kosullar1 insan bagirsak sisteminin kosullarina uygun olacak sekilde
olusturulmaktadir. Bu amagla Man Rogasa Sharp (MRS) siv1 besiyerine safra tuzu
ilave edilmekte, 37 °C’de anaerobik sartlarda inkiibasyon gerceklestirilmektedir
(Brashears vd., 1998; Usman vd., 1999; Kimoto vd., 2002).

Bir ¢ok aragtirmact laktik asit bakterilerinin hipokolesterolemik hareket
mekanizmalarini agiklamay1 denemistir (Gilliland vd., 1985; Buck vd., 1994; Pigeon
vd., 2002). Mikroorganizmalarin besiyeri igerisinden kolesterolii uzaklastirma

mekanizmalart ¢ok agik degildir.

De Smet vd. yaptiklann g¢aligmada serum kolesterol seviyesinin diismesinde
laktobasillerin safra tuzu hidrolaz aktivitelerinin rol oynayabilecegini 6nermislerdir

(Ahn ve Kwak 1999; Ahn, 2003).

Safra tuzu hidrolaz1 genellikle Lactobacillus, Clostridium, Bacteroides ve
Bifidobacterium bakterilerinin bagirsak kokenli suslarinda bulunan hiicre igi bir
enzimdir (Corzo vd., 1999). Safra tuzu hidrolazi konjuge safra asitlerini hidrolize
ederek serbest amino asit (taurin ya da glisin) ve konjuge olmamis safra asiti
molekiiliine katalizler (Bateup vd., 1995; Tanaka vd., 1999; Corzo vd., 1999).
Memelilerde, bagirsak mikrofilorasina bagli olan safra tuzu hidrolizi, safra tuzu
metobilizmasinin bir pargasidir. Hayvanlarda yapilan deneyler safra tuzu
dekonjugasyonunun safra tuzu salgisii arttirdigint - gostermektedir (Tanaka

vd.,1999).

Insanlarda ve diger memelilerde kolesterol atimu feces ile olmaktadir. Kolesterol
karacigerde olusturulan safra tuzlarinin 6n maddesidir ve mide-bagirsak sistemini bir
sonraki salgilanma i¢in safra kesesinde konjuge olmus safra tuzlari olarak depolanir.
Insanlarda ince bagirsaga giinde 750 ile 1250 mg. arasinda kolesterol ile 5500 ile
35500 mg arasinda konjuge safra tuzu bosaltilmaktadir. Konjuge safra tuzlar ince
bagirsaga diyetsel yaglarin, kolesteroliin, hidrofobik vitaminlerin ve diger yagda
¢cozlinen bilesiklerin emilimine yardim etmek amaciyla salgilanir. Konjuge safra
tuzlar1 ince bagirsakta emilerek tekrar karacigere geri doner. Safra tuzlarinin az bir

kismi da (250-400 mg) emilmez ve serbest safra tuzlar olarak feces ile atilir. Serbest
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safra tuzlarinin ¢ozliniirligii ve bagirsak limeninden emilimleri daha azdir. Boylece
safra tuzlarinin dekonjugasyonu, bagirsak-karaciger sisteminden ayrilanlari yerine
yeni safra asitlerinin olusumunu artirarak ya da bagirsak liimeninde ilerlerken

kolesteroliin emilimini azaltarak serum kolesterol seviyesini azaltabilmektedir.

Laktik asit bakterilerinin hipokolesterolemik hareketlerini aciklayan diger
mekanizmalardan birisi de; gelismeleri sirasinda hiicreler tarafindan kolesteroliin
asimile edilmesidir (Gilliland vd., 1985; Buck vd., 1994; Pigeon vd., 2002;). Benzer
gozlemler Bifidobacterium longum igin de belirtilmistir (Dambekodi vd., 1998). Noh
vd. (1997) Lactobacillus acidophilus’un gelisme sirasinda besiyerindeki kolesterolii
hiicre membraninin i¢ine aldigini agiklamiglardir. Bu arastirmacilar dekonjuge safra
asitlerinin  ¢o6ziiniirligiinii korumaya yeterli olan pH 6.0’da gelisme sirasinda da
kolesterol miselleri ve konjuge safra tuzlar ilave edilmis besiyerinden kolesteroliin

hala azaldigin1 gézlemlemislerdir (Brashears vd., 1998; Noh vd., 1998).

Tahri vd. (1996) bifidobakter tiirleri tarafindan kolesteroliin besiyerinden
azaltilmasinin hem bakteriyel asimilasyon hem de dekonjuge safra tuzlari ile

cokmeye bagli oldugunu belirtmislerdir.

Aragtirmacilar laktobasillerin disinda da kolesterolii azaltma dzelligine sahip
mikroorganizmalar1 arastirmislardir. Psomas vd. (2003) bebek fecesinden ve feta
peynirinden izole edilmis 8 maya tiiriiniin kolesterolii asimile etme Ozelliklerini
incelemislerdir. izole ettikleri Saccharomyces cerevisiae tiirlerinin 72 saat siiresince
37 °C’de inkilibasyon sonrast %90’1in {lizerinde kolesterolii hiicrelerinin igine

aldiklarini belirlemislerdir.

Laktik asit bakterilerinin probiyotik aktivite gosterebilmesi i¢in insan mide ve
bagirsak sisteminin salgilarina dayanikli olmalar1 gerekmektedir. Bu amagla asit ve
safra toleransi olan suslarin segilmesi gerekmektedir. Taranto vd. (1996) yaptiklari
bir ¢aligmada bu kosullara dayanikli olan Enterococcus faecium’un kolesterolii
azaltma oOzelligini incelemisler ve %12 ile %56 oraninda kolesterolii azaltildigini

belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3. 1. Materyal

34 bireyin diski o6rneklerinden izole edilen ve biyokimyasal testler ile (laktobasiller
icin glikozdan gaz olusturma, arjininden amonyak olusturma, 15 °C ve 45 °C’de
gelisme, karbonhidrat testleri; enterekoklar i¢in 10 °C ve 45 °C’de gelisme, pH 9.6’da
gelisme, %6.5 NaCl’de iireme, %0.1 metilen mavisini indirgeme, seker testleri)
tanimlamalar1 yapilmig olan 96 adet laktobasil ve 33 adet enterekokun (Basyigit,

2004) kolesterolii azaltma 6zellikleri incelenmistir.

Izolatlarin sus numaralarinin verilmesinde izolasyon kaynagi, hastanin yasi ve sayisi
dikkate alinmistir. Hastalardan izole edilen suslar i¢in izolasyon materyali gayta ise
A harfi ile, gastrik biyopsi ise B harfi ile gosterilmistir. Yas gruplar: ise hasta 40
yasin altinda ise A harfi ile, 40-55 yas arasinda ise B harfi ile, 55 yasindan biiyiikse
C harfi ile simgelenmistir. Bu harflerden sonra gelen sayi, hasta sayisini ifade
etmektedir. En son rakamlar ise sus sayisidir. Ornegin BC16-17 nolu sus gastrik

biyopsiden izole edilmis, 55 yasin lizerindeki 16. bireyden saglanmustir.

Kontrol grubunda ise sadece gayta 6rnegi alindigi i¢in yas grubuna ve hasta sayisina
gore kodlama yapilmistir. Kontrol grubundan alinan izolatlar K harfi ile
simgelenmistir. Bu sekilde yapilan tanimlamanin daha sonra sonuglarin

degerlendirilmesinde kolaylik saglayacag: diigiiniilmiigtiir (Basgyigit, 2004).

3. 2. Metot

3. 2. 1. Saf Kiiltiirlerin Muhafaza Edilmesi

Saf kiiltiirlerin muhafaza edilmesinde %10’luk Crossley Milk Medium (Oxoid)
kullanilmistir. Crossley Milk Medium besiyeri 3’er mL’lik hacimler halinde tiiplere

dagitilmig, {izerine sivi parafin eklenerek 121 °C’de 5 dakika siire ile sterilize

edilmistir. Daha sonra Man Rogasa Sharp (MRS-Merck) sivi besiyerinde
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aktiflestirilmis kiiltiirlerden tiiplere %1 oraninda inokiile edilerek 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Besiyeri rengi maviden yesile dondiigli zaman
inkiibasyona son verilerek, karistirilan kiiltiirler aseptik kosullarda eppendorf
tiiplerine alinmis ve -80 C’de muhafaza edilmistir (Cakir, 1996; Manero ve Blanch,

1999; Basyigit, 2004;).

3. 2. 2. Kiiltiirlerin Aktiflestirilmesi

-80 °C’de muhafaza edilen kiiltiirler kullanilmadan &nce 3’er mL steril MRS sivi
besiyerini igeren tiipler i¢inde 37 °C’de %1 oraminda asilama yapilarak iki kez

aktiflestirilmistir.

3. 2. 3. Siv1 Besiyerinin Hazirlanmasi

MRS-THIO sivi besiyeri deneme oncesi MRS sivi besiyerine %0.2 sodyum
thioglikolat (Sigma) ve %0.3 safra tuzu (oxgall-Sigma) ilave edildikten sonra
besiyeri tiiplere 10’ar mL dagitilmustir. Tiipler 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edilmislerdir.

MRS-THIO s1v1 besiyerinin bilesimi:

Pepton 100 g
Maya ekstrakti 40¢g
Et ekstrakti 80¢g
D-glikoz 200 g
Sodyum asetat 50¢g
di-potasyum hidrojen fosfat 2.0 g
Magnezyum siilfat 02¢g
Manganez siilfat 0.04 ¢
Tween 80 I mL

di-amonyum hidrojen sitrat 2.0 g
Sodyum thioglikolat 2g
Destile su 1000 mL
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3. 2. 4. Suda Coziiniir Kolesteroliin Hazirlanmasi

Suda ¢oziiniir kolesteroliin stok ¢dzeltisi polyoxyethanyl-cholesterylsebacate’i
(Sigma) 20mg/mL oraninda destile suda ¢ozerek hazirlanmistir. Cozelti 0.45um
membran filtreden steril test tiiplerine aktarilmis ve 5 °Cde depolanmistir. Stok
¢ozelti gerektigi oranda steril destile su ile ayarlanip siv1 besiyerine ilave edilmistir

(Noh vd.,1997)

3. 2. 5. Bakteriler Tarafindan Azalan Kolesteroliin Ol¢iimii

%0.2 sodyum thioglikolat, %0.3 safra tuzu ve 150mg/L oraninda kolesterol iceren
MRS-THIO siv1 besiyerine 18 saatlik taze kiiltiirden %1 oraninda asilanmistir. 24
saat siiresince 37 °C’de anaerobik sartlarda inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon
sonrast hiicreler 10 dakika 12.000xg” de 1 °C’de santrifiij edilmistir. Aym miktarda
destile su pelet iizerine ilave edilerek tekrar suspansiyon haline getirilmistir. Destile
su ile ¢Oziilmiis hiicreler ve o siipernatanttaki kolesterol miktarini belirlemek igin
Rudel ve Morris tarafindan tarif edilen o — phthalaldehyde metodu kullanilmistir
(Gilliland vd., 1985). Biitiin islemler ¢ift paralelli olarak yapilmistir ve ayrica inokiile
edilmemis steril s1v1 besiyeri de analiz edilmistir. Her bir érnekten 0.5 mL temiz bir
test tiipiine alimmig ve ilizerine once 3 mL %95’lik etanol sonra 2 mL %50’lik
potasyum hidroksit ilave edilmistir. Her bir maddesinin ilavesinden sonra tiipler
karistirlmustir. Tiipler 10 dakika 60 °C’lik su banyosuna tutulmus ve soguyunca
iizerlerine 5 mL hekzan ilave edilmistir. Tiip karistiricida 20 saniye siire ile 5 kez
kanistirtlmig ve iizerine 3 mL destile su ilave edilmis, karistirma islemi
tekrarlanmistir. Tiipler 15 dakika oda sicakliginda faz ayrimi i¢in bekletilmistir.
Daha sonra 2.5 mL hekzan tabakasi temiz bir test tlipiine alinmstir. Her bir tiipteki
hekzan 60°C’de azot gaz1 altinda evapore edilmis ve {izerlerine 4 mL o-
phthalaldehyde c¢ozeltisi ilave edilmistir. o-phthalaldehyde (Sigma) c¢ozeltisi,
mililitresinde 0.5 mg o-phthalaldehyde olacak asetik asitte hazirlanmigtir. Tiipler 10
dakika oda sicakliginda bekletilmis ve 2 mL konsantre siilfirik asit yavasga tiipiin

kenarindan ilave edilmis ve tiip karnistiricida daha oOnce tarif edildigi gibi
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karigtinlmistir. 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 550 nm’de kontrole

kars1 Shimadzu UV-1601 model spektrofotometrede okunmustur.

Absorbans degerleri kolesterol miktarini belirlemek amaciyla standart kurve ile
karsilastirilmistir. Sonuglar pg/mL olarak belirtilmistir. Ayni islemler 0, 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150ug kolesterol iceren drneklerde de
uygulanarak standart kurve ¢izilmistir (Gilliland vd., 1985).

Kolesterolii azaltma yiizdesi asagidaki formiilden hesaplanmistir:

A=100-[(B/C)x100],
A=ylizde kolesterolii azaltma oranm
B=hiicreleri i¢eren kisimda kolesterol miktar1 (ng)

C=hiicreleri igermeyen kisimdaki kolesterol miktar1 (ug) (Usman vd., 1999)

3. 2. 6. Kiiltiirlerin Asit Toleransi

Kiiltiirlerin asit toleransi Pereira ve Gibson (2002)’de belirtilen yontemle analiz
edilmistir. Sterilize edildikten sonra pH’si 2’ye ayarlanan steril MRS s1v1 besiyeri
aseptik kosullarda steril tiiplere 10’ar mL olacak sekilde dagitilmistir. MRS sivi
besiyerinde 18 saatte gelistirilen taze kiiltiirlerin pH’leri 6l¢iilmiis ve %10 oraninda
pH’si 2°ye ayarlanmig MRS s1v1 besiyerine inokiilasyon yapilmistir. Bu kiiltiirler 37
%C’de inkiile edilmis ve inkiibasyonun 0., 60. ve 120. dakikalarinda 1’er mL alinarak,
9 mL steril fizyolojik tuzlu su ile 10'6’ya kadar seri diliisyonlar hazirlanmis ve 10,
10,10, 107, 107 10" diliisyonlarindan MRS agara damla kiiltiir yontemiyle ekim
yapilmustir. 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyondan sonra MRS agar iizerine gelisen

koloniler sayilmustir.

3. 2. 7. Kiiltiirlerin Safra Tuzuna Dayamkhlk Testi

%0.3 safra tuzu igeren ve icermeyen MRS-THIO sivi besiyerine 18 saatlik taze

kiiltiirden %1 oraminda inokiile edilmistir. 37 °C’de 6 saat boyunca inkiibe edilmis ve
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baslangigtan itibaren 0. 3. 6. saatlerde spektrofotometrede 620 nm dalga boyunda
optik yogunluklarindaki degisim tespit edilmistir (Walker ve Gilliland, 1993). Ayrica
6 saatlik inkiibasyon siiresince 0., 3. ve 6. saatlerde kiiltiirlerden 1’er mL alinarak 10
6’ya kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmig ve 10, 10°, 10®, 1072, 102 ve 10
dilisyonlardan MRS agara damla kiiltiir yontemiyle ekim yapilmistir. 37°C’de 48
saatlik inkiibasyondan sonra MRS agar iizerinde gelisen koloniler sayilmistir (Prasad

vd., 1999; Erkkild ve Petdjd, 2000; Xanthopoulus vd., 2000; Basyigit, 2004).
3.2. 8. Kiiltiirlerin Safra Tuzlarim Dekonjuge Etme Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kiiltiirlerin safra tuzlarin1 dekonjuge etme 6zelliklerinin belirlenmesinde safra tuzu
iceren MRS agarlarin hazirlanmas: i¢in taurokolik asitin (TCA) ve glikokolik asitin
(GCA) sodyum tuzlar1 (Sigma) 1 mM olacak sekilde MRS agara ayr1 ayn ilave
edilmigtir. 121 °C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra besiyerleri steril petri
kutularina dokiilmiis, bir gece bekletilmistir. Biitiin petrilere 18 saatlik taze
kiiltiirlerden 10 pL olacak sekilde damla kiiltiir yontemi ile ekim yapilmistir. 37
%C’de 72 saat siiresince anaerobik olarak inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda
opak tanecikli beyaz kolonilerin etraflarinda zon olusturma ve olusturmama

ozelliklerine gore degerlendirilmislerdir (Ahn vd., 2003).
3. 2. 9. Kiiltiirlerin Kremadaki Kolesterolii Azaltma Ozelliklerinin Belirlenmesi
3. 2. 9. 1. Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

MRS siv1 besiyerinde iki kez aktiflestirilen 18 saatlik taze kiiltlirden %?2 oraninda
%15 yagl kremaya inokiile edilmis ve kiiltiirler 37°C’de 24 saat anaerobik olarak
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirler 12000x g’de santrifiij edilmis
ve kiiltiirler tarafindan kullanilan kolesterol miktar1 Fletouris vd. (1998) tarafindan

tarif edilen metoda gore gaz kromatografisinde (GC) yapilmistir.
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3.2.9. 2. Kolesterol Standardinin Hazirlanmasi

Stok kolesterol ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢cin 20mg kolesterol standardi (Sigma)
10mL hekzan (Riedel-de Haén) icersinde ¢oziindiiriilmiistiir (2mg/mL). Calisma
sirasinda bu stok soliisyondan 10-80pg/mL arasindaki oranlarda diliisyonlar

yapilmistir.

3. 2.9. 3. Gaz Kromatografisi Caliyma Sartlar

Kolon:Phenomenex ZB 1;
I5mx 0.32mmi.d. 1 pf t;
Firm programi: 285°C izotermal;
Enjektor: 300°C;

Dedektor: 300°C FID;

Kuru hava: 400mL/dak;
Hidrojen: 40mL/dak;

Tasiyic1 Gaz: Helyum 2ml/dak;
Enjeksiyon hacmi: 1pL.

3.2.9. 4. Ornek Hazirlama

Ornek hazirlama tiiplerine 0.2g krema hassas bir sekilde tartilmistir. Uzerine SmL
0.5M metanolik KOH ¢ozeltisi ilave edilmistir. Tiiplerin agizlarn kapatildiktan sonra
15 saniye siiresince tiip karistiricida icerik karistirilmistir. 80°C’deki su banyosunda

her 5 dakikada bir 10 saniye karistirarak 15 dakika bekletilmistir. Su banyosundan
ciktiktan sonra sogutulmus ve iizerine ImL destile su ve 5 mL hekzan ilave
edilmistir. Igerik 1 dakika siiresince tiip karistiricida karistirilmis daha sonra 1 dakika

2000x g’ de santrifiij edilmistir. Ust faz GC analizinde kullanilmistir.

3. 3. Istatistiksel Analizler
Istatistiksel analizler SAS Paket programi kullanilarak yapilmistir (SAS 0.7,1998).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4. 1. Bakteriler Tarafindan MSR-THIO Sivi Besiyerinde Azalan Kolesteroliin

Ol¢iimii

96 adet laktobasil ve 33 adet enterekokun, MRS-THIO s1v1 besiyerine % 1 oraninda
asilanip 37°C’de 24 saatlik anaerobik inkiibasyon siiresi sonunda 3.2.5’ te belirtilen
yontemle, siipernatant, pelet ve inokiile edilmemis kontrol 6rneklerinde kolesterol
tayini yapilmistir. Bakteriler tarafindan azaltilan kolesterol miktar1 laktobasillerde
%0.49 ile % 58.17 arasinda, enterokoklarda ise %4.69 ile %52.24 arasinda
degismektedir. Kiiltiirlerin kolesterolii azaltma miktarlar1 arasinda biiyiik farkliliklar
bulunmaktadir (p<0.0001). 96 adet laktobasilden 1 adedi L. acidophilus,14 adedi L.
fermentum, 6 adedi L. plantarum, 20 adedi L. agilis, 8 adedi L. murinus, 1 adedi L.
johnsonii, 3 adedi L. rhamnosus, 4 adedi L. intestinalis, 10 adedi L.casei,] adedi
L.bavaricus, 8 adedi L. maltaromicus ve 1 adedi de L. paracasei’dir. Cizelge 4.1.
L.acidophilus bakterisinin siipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol oranlari
(ng/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonrast pH ve absorbans
degerleri goriilmektedir. Kolesterol asimilasyonu ile ilgili calismalar L.acidophilus
bakterisinin farkli suslar1 {izerinde yogunlasmistir. Bu bakterinin genellikle
kolesterol asimilasyon orani yiiksektir (Lin ve Chen, 2000; Buck ve Gilliland, 1994;
Gilliland ve Walker,1990; Gilliland vd., 1985). Ancak Cizelge 4.1.’de de gorildiigi
gibi 1 adet L.acidophilus susunun kolesterol asimilasyon oraninin diigiik oldugu
gozlenmektedir. Bu sonugta kolesterol asimilasyon oraninin L.acidophilus
bakterilerinde sus diizeyinde degisen bir oOzellik oldugunu gostermektedir.
Cizelgelerdeki;

%A. K., %Azalan Kolesterol

S: Siipernatanttaki kolesterol miktari(pg/ml)

P: Peletteki kolesterol miktari(pg/ml)

K: inokule edilmemis kontroldaki kolesterol miktari(pg/ml)

Abs: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi kiiltiirlerin gosterdigi absorbans degerlerine

karsilik gelmektedir.
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Lin ve Chen (2000) kolesteroliin siv1 besiyerinden L.acidophilus bakterisinin farkli
suslar1 tarafindan kolesteroliin sivi besiyerinden azaltilma dzelliklerini incelemisler

ve 6 farkli susun %20 ile %57 arasinda kolesterolii azalttigin1 gézlemlemislerdir.

Cizelge 4.1. L.acidophilus bakterisinin siipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol
oranlari(ug/ml), % azalan kolesterol miktar1, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi pH ve

absorbans degerleri

Laktik asit bakterisi S p K %AK. |pH Abs.

L.acidophilus AB5-18 | 142.78%2.57 150 | 14349 (049 [523  |0.686

%A. K. %Azalan Kolesterol

S: Siipernatanttaki kolesterol miktari(ug/ml)

P: Peletteki kolesterol miktari(pg/ml)

K: Inokule edilmemis kontroldaki kolesterol miktari(jg/ml)

Abs: 24 saatlik inkiibasyon sonras kiiltiirlerin gosterdigi absorbans degerleri

Yapilan ¢aligmalarda ozellikle insan serum kolesterol diizeyini belirgin diizeyde
azalttigi belirlenen Lactobacillus acidophilus bakterisi iizerinde yogunlagmistir ve
bu bakterinin farkli suslarinin kolesterolii azaltma ozellikleri farkli aragtirmacilar
tarafindan incelenmistir (Gilliland ve Walker, 1990; Walker ve Gilliland, 1993; Buck
ve Gilliland, 1994; Noh vd., 1997; Anderson ve Gilliland, 1999; Lin ve Chen, 2000).
Uzerinde durulan diger onemli konu ise bakterilerin kolesterol azaltma
mekanizmalarimin belirlenmesidir. Bu mekanizma iginde farkli goriisler mevcuttur.
Bazi arastirmacilar kolesteroliin hiicreler tarafinda asimile edildigini (Noh vd., 1997),
bazilan siv1 besiyerinde gelisme sirasinda diisen pH’ya bagl olarak safra tuzlar ile
birlikte kolesteroliin ¢okeldigini (Klaver ve van der Meer, 1993), baz1 aragtirmacilar

ise her iki olayinda gerceklestigini savunmuslardir (Tahri vd., 1996).

Brashears ve Gilliland (1997) Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus casei’ye ait
baz1 suslarin MRS siv1 besiyerinde gelisme sirasinda kolesterolii azaltma oranlarina
pH’nin etkisini arastirmislardir. Kiiltiir koleksiyonlarinda bulunan Lactobacillus
acidophilus 11, Lactobacillus acidophilus 43121, Lactobacillus casei N19 ve
Lactobacillus casei E5’in pH kontrollii (pH 6.0) ve pH kontrolsiiz ortamda
kolesterolii azaltma oranlarimi incelemislerdir. Kolesteroliin MRS s1vi besiyerinden

uzaklasma oraninda Kkiiltiirler arasinda farkliliklar bulunmustur. Lactobacillus
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acidophilus L1 kiiltiriiniin pH kontrollii ve pH kontrolsiiz ortamda da gelisme
sirasinda kolesterolii azaltma oranlarinda belirgin bir farklihik bulunmamistir.
Lactobacillus acidophilus 43121 kiiltiiriiniin pH kontrolli ortamda kolesterolii
azaltma oraninda bir diisiis gézlense de 6nemli bulunmamustir. Fakat Lactobacillus
casei N19 ve E5’te pH kontrollii ortamda kolesterolii azaltma oranlarinda belirgin bir
diisiis gozlenmistir. Bu sonucglar Lactobacillus caseinin kolesterolii besiyerinden
azaltma 6zelliginin s1v1 besiyerinde gelisme sirasinda pH’nin diisiisiine baglh olarak
safra tuzlari ile birlikte kolesteroliin ¢okmesine baglanmistir. Fark: kiiltiirler tizerinde
yapilan bu calismalar her kiiltiiriin farkli bir mekanizma ile kolesterolii azalttigini
gostermektedir. Klaver ve Vander Meer (1993) Lactobacillus acidophilus tarafindan
besiyerinden kolesteroliin uzaklastirilmasini safra tuzu dekonjugasyonu sonucu
kolesterol misellerinin bozulmasina ve mikroorganizmalarin besiyerinde gelismeleri
sirasinda {iretilen asit sonucu diisen pH sonucu serbest safra tuzlar ile kolesteroliin
¢okmesine baglamustir. Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus casei gelisme
sirasinda safra tuzu hidrolaz enzimi {ireterek safra tuzlarin1 dekonjuge etmektedir
(Brashears vd., 1997; Corzo vd., 1999). Besiyerinin pH’si diiserse dekonjuge safra
asiti olan kolik asitin ¢ozlinirligii de azalir. Kolik asit pH 5’ten diisiik oldugu
zamanlarda genellikle ¢oziinmez. Bakteriyel gelisme sirasinda pH’nin diismesi ile
kolik asit siv1 besiyeride ¢okelir ve kolesterol misellerinde bozulma yaparak onun

¢okmesine neden olur. (Brashears vd., 1997).

Cizelge 4.2.°de L.fermentum bakterilerinin siipernatant, pelet ve kontroldeki
kolesterol oranlari(png/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
pH ve absorbans degerleri goriilmektedir. Besiyerinden kolesterolil azaltma oranlari
L.fermentum bakterisinin farklh suslarinda da degisiklikler gostermektedir. 14 adet
L.fermentum susunun 7 adeti %25 nin lizerinde kolesterol indirirken 7 tanesi %25 nin
altinda kalmistir. Cizelge 4.2.’den de gorildigi gibi L.fermentum var. cellobiosus
AC3-11 %5.02 ile kolesterol azalma ylizdesi en diisiik, L. fermentum BK9-38 ise %
46.10 ile kolesterol azalma yiizdesi en yiiksek olan L.fermentum susudur. Bu
sonuglar  kolesterolin  sivi  besiyerinden azaltilma oranmnin L.fermentum
bakterilerinde de sus diizeyinde degisen bir 6zellik oldugunu gostermektedir. Suslar

arasinda meydana gelen bu degisim istatistik agidan 6nemli bulunmustur (p<0.0001).
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Cizelge 4.2. L.fermentum bakterilerinin siipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol

oranlar (ng/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi pH ve

absorbans degerleri

Laktik asit bakterisi S P K %A.K. |pH | Abs.
L. fermentum BK9-38 | 88.3346.79 65.10 |163.89 [46.10 |5.14 10.945
L. fermentum AA13-55 |102.78+11.00 |53.8 |167.22 |38.54 |4.73 |1.227
L. fermentum AB19-93 [143.89+4.71 |60.13 ]205.84 |30.10 |5.13 |0.764
L. fermentum AK6-24  |130.56+12.57 [46.1 |180.75 |27.77 |5.07 |1.452
L. fermentum AB19-94 |106.67+3.93  |30.65 |143.49 |25.66 |5.15 ]0.750
L. fermentum AB7-32 125.50+£7.86  [49.4 [168.55 |25.54 [5.04 ]0.561
L. fermentum AC18-82 |153.89+4.71 |61.05 |205.84 |25.24 |4.85 |1.555
L. fermentum AC21-103 | 126.67+2.36  |56.1 |168.55 |24.85 |4.20 |2.232
L. fermentum AC18-87 |144.45+8.64 |60.5 |189.70 |23.85 |5.26 ]0.699
L. fermentum AA4-8 128.33£0.64 [24.93 |163.89 |21.70 |5.02 |0.689
L. fermentum AB19-95 |150.56+14.14 |43.8 [189.70 [20.63 |5.01 |1.311
L. fermentum AB7-33 163.34+2.36  [32.78 |196.30 |16.79 [5.19 |0.540
L. fermentum BK13-56 |102.78+8.39 |18.3 |121.67 |15.53 |5.16 [0.773
L.fermentum var. 171.67+£9.43 16.64 |180.75 |5.02 5.48 10.163
cellobiosus AC3-11

Cizelge 4.3.°de L. plantarum bakterilerinin silipernatant, pelet ve kontroldeki
kolesterol oranlar1 (pg/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon
sonrast pH ve absorbans degerleri goriilmektedir. Besiyerinden kolesterolil azaltma
oranlar L. plantarum bakterisinin farkli suslarinda da degisiklikler gostermektedir.
Cizelge 4.3.’den de goriildigii gibi L. plantarum BK9-40 %9.63 ile kolesterol azalma
yiizdesi en diisiik, L. plantarum BC12-50 ise % 38.53 ile kolesterol azalma ytiizdesi
en yiiksek olan , L. plantarum susudur. Bu sonuglar kolesteroliin sivi besiyerinden
azaltilma oraninin , L. plantarum bakterilerinde de sus diizeyinde degisen bir 6zellik
oldugunu gostermektedir (p<0.0001). Hosono ve Tono-oka (1995), farkli tiirdeki
laktik asit bakterilerinin kolesterolii baglama 6zelliklerini liyofilize hiicrelere 1 mL
kolesterol-etanol solusyonu ilave edip 37° C’de 1 saatlik inkiibasyon sonrasi
hiicrelerin kolesterolii azaltma o6zelliklerini incelemisler ve L. plantarum 39’un
%18.54, L. plantarum 04’ iin %15.58 ve L. plantarum 27°nin de %14.05 oraninda

kolesterolii azaligini belirlemislerdir.
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Cizelge 4.3. L. plantarum bakterilerinin slipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol
oranlar1 (pg/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi pH ve

absorbans degerleri

Laktik asit bakterisi S P K %A. K. |pH Abs.
L. plantarum BC12-50 |111.11£16.50 |57.2 180.75 |38.53 5.06 1.233
L. plantarum AC3-27 119.45+1.57 69.4 189.70 | 37.03 4.23 2.157
L. plantarum BC12-50 121.67+26.71 60.55 189.70 |35.86 5.09 1.260
L. p[antarum AK4-120 | 144.44+7.07 36.6 180.75 ]20.09 5.08 1.010
L. plantarum AK3-10 170.00+£7.07 35.5 205.84 17.41 5.16 0.697
L. plantarum BK9-40 151.11+£16.50 |20.8 16722 19.63 5.14 1.060

Cizelge 4.4.°de L. agilis bakterilerinin siipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol
oranlar (ng/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonras1 pH ve
absorbans degerleri goriilmektedir. 20 adet L. agilis bakterisinin farkli suslarinda da
kolesterol indirgemesi bakimindan degisiklikler izlenmektedir. Cizelge 4.4.’ten de
gorildigi gibi L. agilis AK4-16 %10.94 ile kolesterol azalma yiizdesi en diisiik, L.
agilis BK10-47 ise % 56.55 ile kolesterol azalma ylizdesi en yiiksek olan L. agilis
susudur. L. agilis BK10-47, L. agilis AB7-35, L. agilis AC3-10 bakterilerinin
kremadaki kolesterolii azaltma miktarlarida incelenmistir. Kremada 24 saatlik
inkiibasyon sonras1 pH L. agilis BK10-47’de 5.02, L. agilis AB7-35’te 4.18, L.
agilis AC3-10’da ise 4.26 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.5.’de L. murinus bakterilerinin siipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol
oranlar (pg/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi pH ve
absorbans degerleri goriilmektedir. Besiyerinden kolesterolii azaltma oranlar1 L.
murinus bakterisinin farkli suslarinda da degisiklikler gostermektedir. Cizelge
4.5.’ten de gorildiigi gibi L. murinus BK9-39 %11.78 ile kolesterol azalma yiizdesi
en disiik, L. murinus BB16-75 ise % 51.22 ile kolesterol azalma yiizdesi en yliksek
olan L. murinus susudur. L. murinus BB16-75 kremadan kolesterolii azaltma testi
icin secilmistir. Cizelge 4.5’te absorbans degeri en diisiikk ve pH degeri en yiiksek
olan bakteri oldugu goriilmektedir. Bu durum pH ile kolesterol asimilasyonu

arasinda bir iliski olmadigini gostermektedir (p>0.05).
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Cizelge 4.4 L. agilis bakterilerinin siipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol
oranlar1 (ug/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonras1 pH ve

absorbans degerleri

Laktik asit bakterisi |S P K %A. K. |pH Abs.
L. agilis BK10-47 89.44+3.93 99.4 205.84 56.55 5.02 1.256
L. agilis AB7-35 63.89+4.71 81.6 143.49 55.47 4.18 2.251
L. agilis AC3-10 82.78+6.89 70.90 163.89 49.49 4.26 2.223
L. agilis AB6-25 77.23+£9.43 67.15 143.49 46.18 441 2.081
L. agilis BK9-42 95.00+12.57 65.8 168.55 43.64 5.13 1.059
L. agilis BC18-80 107.22+6.87 92.7 189.70 43.48 5.09 0.919
L. agilis AA17-74 107.23+23.57 78.7 189.70 43.47 4.98 0.963
L. agilis AC12-47 95.55+13.36 62.78 167.22 42.86 4.13 2.205
L. agilis BKS8-34 97.22+3.14 60.5 168.55 42.32 4.25 2.075
L. agilis AK4-11 88.34+4.71 66.05 143.49 38.43 4.24 2.157
L. agilis ACI18-86 118.89+18.87 66.05 189.70 37.33 4.22 2.214
L. agilis BK11-50 85.00+9.43 36.1 121.67 30.14 5.09 1.078
L. agilis BK11-51 147.22+6.89 68.98 205.84 28.48 5.11 1.045
L. agilis AA1-2 150.56+58.14 52.75 205.84 26.86 5.18 0.756
L. agilis AC10-42 145.56+13.36 42.7 180.75 19.47 5.02 1.377
L. agilis AA17-73 136.67+11.79 42.98 168.55 18.91 5.10 0.743
L. agilis AC21-102 153.89+11.00 45.1 189.70 18.88 5.16 0.862
L. agilis AC18-88 149.45+4.71 49.4 180.75 17.32 5.21 0.695
L. agi[is AK4-13 143.33+8.64 29.12 168.55 14.96 4.86 1.143
L. agilis AK4-16 183.33+£19.64 22.51 205.84 10.94 498 1.354

Cizelge 4.5. L. murinus bakterilerinin siipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol
oranlar1 (ug/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonras1 pH ve

absorbans degerleri

Laktik asit bakterisi S P K %A. K. |pH Abs.
L. murinus BB16-75 |70.00+7.07 63.67 143.49 |51.22 5.24 0.482
L. murinus AB20-961 |122.22+7.07 53.8 168.55 27.49 423 2.181
L. murinus BK10-44 122.22+19.64 51.6 168.55 |27.49 5.14 0.774
L. murinus AB20-99 121.67+9.24 472 163.89 |25.76 5.02 1.032
L. murinus AK4-121 153.33+£29.36 53.67 196.30 |21.89 5.10 1.268
L. murinus AC8-38 115.56+3.93 30.5 143.49 19.46 5.03 1.360
L. murinus AC3-13 170.56+8.46 26.11 196.30 13.11 4.30 2.157
L. murinus BK9-39 159.45+20.43 37.2 180.75 11.78 5.19 1.050
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Cizelge 4.6. L. johnsonii bakterisinin siipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol
oranlari(ug/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi pH ve

absorbans degerleri

Laktik asit bakterisi S P K %A. K. |pH Abs.

L. johnsonii AK7-28 | 1472242986 [ 22.5 16722 |11.96 |4.43 2.005

Cizelge 4.7. L. rhamnosus bakterilerinin slipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol
oranlar (pg/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi pH ve

absorbans degerleri

Laktik asit bakterisi S P K %A. K. |pH |Abs.
L. rhamnosus AB20-100 | 89.44+5.35 744 163.89 |45.43 502 |0.698
L. rhamnosus AK6-27 108.33£12.57 |51.6 168.55 |35.73 503 |0.905
L. rhamnosus AK4-18 116.11+1433  |46.1 163.89 |29.15 503 [1.199

Cizelge 4.8. L. intestinalis bakterilerinin slipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol
oranlart (ug/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonras1 pH ve

absorbans degerleri

Laktik asit bakterisi S P K %A. K. |pH |Abs.
L. intestinalis AC18-85 60.56+11.00 77.2 143.49 |57.79 4.49 |1.964
L. intestinalis AK5-22 83.89+4.78 683 163.89 |48.81 441 [2.005
L. intestinalis AA14-60 | 156.67+8.64 2936 |196.30 |20.19 519 [0.760
L. intestinalis BB16-661 | 161.67+25.14 3489 |19630 |17.64 429 [2205

Cizelge 4.6’da L. johnsonii bakterisinin Cizelge 4.7.’de L. rhamnosus bakterilerinin,
Cizelge 4.8°de ise L. intestinalis bakterilerinin siipernatant, pelet ve kontroldeki
kolesterol oranlar1 (pg/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon
sonrast pH ve absorbans degerleri goriilmektedir. L. johnsonii tek bir sus olup
kolesterolii % 11.96 oraninda indirgedigi tesbit edilmistir. L. rhamnosus
bakterilerisinin 3 farkli susu test edilmis ve bunlarin %29.15 ile %45.43 arasinda
kolesterol indirgedikleri bulunmustur. Cizelge 4.8’de goriillen L. intestinalis
bakterileri ise %17.64-57.79 arasinda kolesterol indirgemistir. L. intestinalis AC18-

85 bakterisi kremada kolesterol indirgenmesi denenmek {izere secilmistir.
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Cizelge 4.9. L.casei bakterilerinin siipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol
oranlar1 (ug/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonras1 pH ve

absorbans degerleri

Laktik asit bakterisi S P K %A. K. |pH |Abs.
L. casei subsp' casei 86.11+4.89 115.00 |205.84 |58.17 4.23 |1.279
BK10-48

L. casei subsp. casei AB16- | 98.33+7.45 93.85 205.84 |52.23 4.15 |2.260
65

1 casei BK13-54 1227852357 |69.4 20584 |4035 508 (1249
T casei AC10-40 103.895629 6056 | 16855 |3836 418 |2.114
L. casei subsp_ casei AA13- |96.11+4.71 46.1 143.49 |33.02 5.24 |0.468
53

L casei subsp. rhamnosus | 143.895789 |6165 | 20584 |30.10 476 (1872
AK7-29

L.casei Subsp' rhamnosus 131.12+0.79 55.0 180.75 |27.46 429 |(2.107
BC18-81

T casei AB731 134955550 4665 |180.75 |2534 514 [0.845
L. casei SU.bSp. casei AC10- | 108.89£16.50 |35.0 143.49 |24.11 5.11 |1.081
39

L.casei Subsp. rhamnosus 165.00+4.82 35.0 180.75 |8.71 5.24 |0.645
AB6-21

10 adet L. casei bakterisinin farkli suslart % 8.71-58.17 arasinda kolesterol
indirgemistir. L casei suslart arasinda en fazla kolesterol indirgeyen L. casei
subsp.casei AB 16-65susu ile L casei BK10-48 suslarinin pH gelisimlerinin oldukca
asidik oldugu Cizelge 4.9.’dan goriilmektedir. Brashears vd. (1998) tarafindan
yapilan c¢aligmada L. casei pH  kontrolli ve kontrolsiiz ortamda kolesterol
indirgemesi incelenmis kontrollii ortamda (pH 6.0) kolesterolii azaltmanin ¢ok az
veya hi¢ olmadigin1 ancak pH kontrolsiiz ortamda (pH 4.2) kolesteroliin %36.3-60.6
arasinda indirgendigini belirtmiglerdir. Ayrica L. acidophilus bakterisinin kontrolli
ve kontrolsiiz pH ortaminda birbirine yakin oranda kolesterolii indirgedigini
belirtmiglerdir. Bu durumu L. acidophilus ile L. casei bakterilerinin kolesterol

indirgeme mekanizmalarinin farkli oldugu seklinde agiklamislardir.
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Cizelge 4.10. L.bavaricus bakterisinin slipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol
oranlar1 (ug/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonras1 pH ve

absorbans degerleri

Laktik asit bakterisi S P K %A. K. [pH Abs.

L.bavaricus AB5-20 | 142774786 |49.4 189.70 |24.74  |5.23 0.666

Cizelge 4.10° da L.bavaricus bakterisinin tek bir susu oldugu ve % 24.74 oraninda
kolesterol indirgedigi goriilmektedir. Cizelge 4.11°de ise L.maltaromicus bakterisinin
8 susu gorilmektedir. L.maltaromicus bakterisi siitii bozan ve siite malt aromasi
veren mikroorganizmadir. Ancak kolesterol indirgeme oranlart oldukg¢a yiiksek olup

%26.50-50.44 arasinda degistigi tablodan goriilmektedir. Bu bakterinin kremada ve

siit tirlinlerinde kolesterol indirgeme 6zellikleri {izerinde ¢aligmalar devam edecektir.

Cizelge 4.11. L. maltaromicus bakterilerinin siipernatant, pelet ve kontroldeki
kolesterol oranlar1 (pg/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon

sonrasi pH ve absorbans degerleri

Laktik asit bakterisi S P K %A.K. |pH |Abs.
L. maltaromicus A21-101 | 71.12£0.79  |67.2  [143.49 [50.44 421 2214
L. maltaromicus AC3-16 102.23£16.57 |125.00 |205.84 |50.34 417 [2.301
L. maltaromicus AA13-59  |97.78%7.07 | 9825 |180.75 |45.90 463 |2.075
L. maltaromicus AB20-96 | 114.95£3.149 [7032 [196.30 |41.44 419 [2214
L. maltaromicus AC10-43 | 116.67+1021 |63.89 |196.30 |40.57 444 2147
L. maltaromicus AC21-1031 | 101.11%8.64 |52.67 |167.22 |39.53 415 |2.165
L. maltaromicus AB20-97 | 12445£0.79 | 69.4 | 189.70 |34.40 526 |0.965
L. maltaromicus AK1-4 123.89+157 |56.1 | 168.55 |26.50 512 |0.785

Cizelge 4.12. L. paracasei bakterisinin siipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol
oranlar (ng/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi pH ve

absorbans degerleri

Laktik asit bakterisi S P K %A.K. |pH |Abs.
L. paracasei spp. 130.56+9.43 68.77 |189.70 |31.18 |5.17 |0.864
paracasei AK4-20
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Cizelge 4.13. Tamimlanamayan bakterilerin siipernatant, pelet ve kontroldeki
kolesterol oranlar1 (pg/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon

sonras1 pH ve absorbans degerleri

Laktik asit bakterisi | S P K %A. K. |pH Abs.
AK4-19 99.45£26.71 90.12 20584 | 51.69 430 2241
AK?2-7 93.33+8.64 81.6 180.75 48.37 5.13 1.050
AC3-14 93.89+1.57 69.77 168.55 | 44.30 415  |2280
AK4-21 110.56+7.86 64.56 189.70  [41.72 515 |1.075
AB7-30 118.89+14.93 65.0 196.30 39.43 4.37 2.000
AAL17-72 108.3349.78 62.7 168.55  |35.73 500 |0.935
AC12-46 122.22+10.21 67.2 189.63  |35.55 509 [1.262
BKS8-35 106.11+£8.39 46.94 163.89 35.26 5.25 0.618
AB7-33 126.12+20.42 66.05 189.70 33.52 5.02 1.226
A21-105 145.00+3.14 53.25 205.84  |29.56 519  |0.676
AB16-77 86.11+8.19 55.51 121.67 29.23 4.11 2.157
AA2-3 146.11£23.57 60.23 205.84 29.02 5.30 0.520
AA13-56 143.34+24 36 54.65 19630  |26.98 523 |0.702
AB16-67 143.33+7.07 383 180.75  |20.70 526 [0.800
AK2-8 157.78+£10.21 44.4 189.70 16.83 5.20 0.491
BK8-36 161.11£7.07 387 189.70 | 15.07 523 |0.635
AB5-17 153.89+12.57 26.99 180.75 | 14.86 508 | 1.150
AB16-68 128.89+5.50 205 143.49 10.17 454 [1612
AA13-51 184.45+11.79 29.44 19630 | 6.04 513 |0.710

Cizelge 4.12° de L. paracasei spp. paracasei AK4-20 bakterisinin kolesterol
indirgeme oran1 % 31.18 oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.13’te ise tanimlamasi tam
yapilamayan bakteriler olugturmaktadir. Fenotipik 0Ozellikleri ile tanis1 tam
konamadigr icin bu mikroorganizmalarin genotipik tanilarmin  yapilmasi
gerekmektedir. Bunlar arasinda AK4-19 bakterisinin kolesterol indirgeme orani % 50
nin {izerinde oldugu i¢in denemede kullanilmigtir. Ancak bu bakterinin kremada
kolesterol indirgeme orani % 40.93 oldugu ve sivi besiyerindeki indirgemeye gore

daha diisiik oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.14. Enterokok bakterilerin siipernatant, pelet ve kontroldeki kolesterol
oranlar (pg/ml), % azalan kolesterol miktari, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi pH ve

absorbans degerleri

Laktik asit bakterisi S P K %A. K. |pH Abs.
E. faecalis BC21-104 90.56+25.14 |89.65 |189.63 |52.24 |5.30 |0.485
AC12-48 94.44+3536 |83.8 |189.63 |5020 |432 |2.223
E. malodaratus BK9-43 96.11+4.71 | 92.15 |189.63 [49.32 |[4.47 [2.214

E. saccharolyticus BK10-45 | 105563850 [71.6 |189.63 [4433 [490 [1473

E. Saccharo[yticus ACI18-83 76.11+4.87 58.3 134.65 43.48 5.24 0.615

E. saccharolyticus AB6-22 | 7944+569  [475 |134.65 [41.00 [5.09 [1.012

BK11-49 79.44£6.89 | 50.89 |134.65 |41.00 |4.86 |0.839
E. cecorum AC3-15 11556£7.07 |60.56 |189.63 |39.06 |4.65 |1.806
E. cecorum AK4-180 121.67422.00 |58.34 |189.70 |35.86 |5.03 |0.892
E. saccharolyticus AK7-31 | 128.89+22.78 |69.4 |189.70 [32.06 |5.05 |L.l6l
E. malodaratus BA15-62 02781224 |36.1 13465 |[31.10 |5.03 |0.783
E. saccharolyticus AK1-5 132231336 |57.2 |189.63 |3027 |5.08 |0.863

E. Saccharo[yticus AC21-106 |96.11+6.23 46.1 134.65 28.62 4.89 1.179

AC3-9 9833579 2690 |134.65 |2697 |538 |0.329

E. faecalis BB16-76 14333£7.07 |43.85 |189.63 |2442 |534 |0.073
E. saccharolyticus BA17-70 | 14445864 |572 |189.63 |23.83 |5.06 |0.947
E. saccharolyticus AK1-3 0278548 283 |121.67 |23.74 |431 |2.157
BB19-90 148341728 |46.6 |189.63 |21.77 |435 |1.860
E. faecalis AB4-6 106.1145.69 |13.8 |134.65 |2120 |5.09 |0.673

E. Saccharolyticus BK10-46 145.00+6.29 344 180.75 19.78 5.04 1.060

E. saccharolyticus AB6-23 | 1105651576 4525 |134.65 [17.89 |55 |0812

E. cecorum ABT-29 112.78+4.87 |37.2 |134.65 |1624 |4.56 |0.690
E. saccharolyticus AB16-66 | 160.00513.36 4656 |189.63 |15.63 |5.05 |1301
E. faecalis BB6-26 113.89+16.78 |29.4 |134.65 |1542 |442 |2.280

E. Saccharo[yticus BA15-63 116.11+£15.45 |12.7 134.65 13.77 5.06 1.349

E. malodaratus AK7-32 12833422.56 | 182 |134.65 |4.69 509 |0.896

Cizelge 4.14’te. Enterokok bakterilerin kolesterol indirgeme oranlari goriilmektedir.
E. malodaratus BK9-43, AC12-48, E. faecalis BC21-104 bakterileri % 50 ve
civarinda kolesterol asimilasyonu gosterdigi icin kremada kolesterol indirgeme

Ozelliginin belirlenmesi i¢in segilmislerdir. E. malodaratus BK9-43, AC12-48,
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bakterilerinin pH’ s1 4.47-4.32 iken E. faecalis BC21-104’{in pH degeri 5.30 oldugu
tesbit edilmistir. Kolesterol indirgeme mekanizmalar1 arasinda tartisilan konulardan
bir tanesi olan pH 5.5’un altinda safra asitlerinin dekonjugasynu ile kolesterol
¢Okmesidir. Bu grup mikroorganizmalar arasinda pH farkliligina ragmen yiiksek

oranda kolesterol indirgenmesinin miimkiin olabilecegini gostermektedir.

Hosono ve Tono-oka (1995) laktik asit bakterilerinin farkli tiirleri ve sugslarinin
besiyerinden kolesterolii azaltmasindaki fakliliklarin hiicre duvari
peptidoglukanlarinin kimyasal ve yapisal farkliliklarindan kaynaklanabilecegini
belirtmiglerdir. Peptidoglukanlar, bakteriyel hiicre duvar yapisin1 olusturan
bilesenlerdendir ve suslar arasinda temel benzerlikleri olsada farkliliklar

gostermektedirler. Bu konu ile ilgili calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Kiilttirlerin her birinin kolesterol azaltma oranlar1 belirlendikten sonra %50 ve
iizerinde kolesterolii azaltma 6zelligi bulunan laktobasil ve enterokoklar se¢ilmis ve
bunlarin asit ve safra toleransi incelenmistir. Ayrica bu Kkiiltiirlerin safra tuzlarim
besiyeri iizerinde dekonjuge etme Ozellikleri incelenmistir. Bu kiiltiirler L. agilis
AC3-10, L. agilis AB7-35, L. agilis BK10-47, L. maltaromicus AC3-16, L.
maltaromicus A21-101, L. casei subsp. casei AB16-65, L. casei subsp. casei BK10-
48, L. murinus BB16-75, L. intestinalis AC18-85,E. malodaratus BK9-43 E. faecalis
BC21-104, AK4-19, AC12-48’dir.

4. 2. Kiiltiirlerin Asit Toleransi

Insan ve hayvan bagirsak sisteminde bulunan laktik asit bakterilerinin ve
bifidobakterilerin saglik iizerine olumlu etkileri bir¢ok ¢alismada ortaya konmustir.
Bu bakteriler ile yapilan fermente siit iiriinlerinin tiikketiminin serum kolesterol
seviyesini azalttigi yapilan c¢aligmalarda belirtilmistir. Hipokolesterolemik etki
mekanizmalar1 hakkinda birbirinden farkli hipotezler bulunmaktadir. Bunlardan bir
tanesi hidroksimetilglutaril koenzim A rediiktazin inhibisyonu yolu ile oldugu
seklindedir. Digeri ise Gilliland vd. (1985) tarafindan Lactobacillus acidophilus
bakterisinin direkt kolesterolii asimile etmesi yoniindedir. Bir kisim aragtirict ise ne

laktobasillerin ne de bifidobakterlerin kolesterolii asimile edemedigini ancak safra
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tuzlart ile bir ¢dkme meydana geldiginden kolesteroliin indirgendigini ileri
sirmiislerdir. (Klaver ve van der Meer (1993). Bu bilgiler 1s1ginda kolesterol
asimilasyonunun sadece {irliin iizerinde meydana gelen azalma olmasi1 yeterli
goriilmeyip kandaki sistem icinde gidadan gelen kolesteroliin adsorbsiyonunu
azaltmak hedeflenmistir. Bu amagla bakterilerin kolesterol asimilasyonlarin yani
sira safra tuzlarmma direncglilik ve asit toleranslart incelenmistir. Bakterilerin
bagirsakta faaliyet gosterebilmeleri i¢in midenin asit ortamindan etkilenmeyip
canliliklarint devam ettirmeleri gerekmektedir. Bu nedenle kiiltiirlerin asit

toleranslarinin belirlenmesi gerekmektedir.

Kolesterolii azaltma oranlar1 belirlenen kiiltiirlerden %50 ve iizerinde kolesteroli
azaltma Ozelligi bulunan kiiltiirler secilmis ve bunlarin asit ortama direnglilikleri
incelenmistir. Ancak kolesterol asimilasyonu ile asit toleransi arasinda bir iligki

bulunamamustir (P> 0.005)
Cizelge 4.2.1.’de MRS siv1 besiyerinde iki kez aktiflestirilis olan 18 saatlik taze
kiiltiirlerin pH degerleri goriilmektedir. Cizelgede goriildiigi gibi pH degerleri 3.77—

4.50 arasinda degismistir.

Cizelge 4.2.1. Kiiltiirlerin pH degerleri

Kiiltiirler pH degerleri
L. agilis BK10-47 4.50
E. faecalis BC21-104 4.48
L. casei subsp. casei BK10-48 4.40
ACI12-48 4.40
L. intestinalis AC18-85 4.39
E. malodaratus BK9-43 4.37
AK4-19 4.19
L. murinus BB16-75 4.18
L. casei subsp. casei AB16-65 3.87
L. agilis AC3-10 3.83
L. maltaromicus AC3-16 3.83
L. maltaromicus A21-101 3.82
L. agilis AB7-35 3.77
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Cizelge 4.2.2.”de kiiltiirlerin pH 2’ye ayarlanmigs MRS s1vi besiyerinde 0. 60. ve 120.
dakikalarda yapilan sayim sonuglart goriilmektedir. L. agilis AC3-10 120 dakika
siiresince canliligimi siirdiiriirken L. agilis BK10-47 120.dakikada, L agilis AB7-35
60.dakikada canliliklarini yitirmistir. L. casei subsp. casei AB16-65 120.dakikada L.
casei subsp. casei BK10-48 ise 60.dakikada canliligin yitirmistir. L. murinus BB16-
75, L. intestinalis AC18-85, E. malodaratus BK9-43, 120 dakika boyunca
canliliklarini  slirdiirmiislerdir Aside dayanim o6zelliginin sustan susa farklilik
gosterdigi Cizelge 4.2.2 ve Sekil 4.2.1 ve Sekil 4.2.2°de goriilmektedir Vinderola ve
Reinheimer (2003) pH 3’de 3 saat sonunda L.casei bakterilerinin 2.7-5.9 logaritmik
birim azaldigin belirlemistir. Bender ve Marquis (1987) yaptiklar calismada L.casei
bakterisinin asite en fazla dayanikli bakteri oldugunu ve pH 1,5 asitlikte canliliklarim

stirdiirebildigini belirtmiglerdir.

Cizelge 4.2.2. Bakterilerin pH 2 besiyerinde gelisme durumlari (log;okob/ml)

Kiiltiirler 0. dakika 60.dakika 120.dakika

L. agilis AC3-10 8.5692+0.242 [7.9065+0.132  |7.6679+0.044™
L. agilis AB7-35 8.2268+0.477 |0 0

L. agilis BK10-47 8.0117+0.297 [7.9208+0.601" |0

L. maltaromicus AC3-16 8.1729+0.464 |0 0"

L. maltaromicus A21-101 8.8055+0.056 |0 0

L. casei subsp. casei AB16-65 |8.6249+0.144 [4.6021£0.254" [0

L. casei subsp. casei BK10-48 |8.5880+0.092 |0 0"

L. murinus BB16-75 7.9327+0.042 [7.5904+0.066 |7.4710+0.103"
L. intestinalis AC18-85 8.6505+0.069 |8.5373+£0.197 |7.8767+0.174"
E. malodaratus BK9-43 8.4582+0.276 [3.9294+0.779  |3.8239+0.704
E. faecalis BC21-104 7.3513£0.125 [0 0

AK4-19 7.9173+0.117 |7.7457+0.046  |7.6276+0.036
AC12-48 7.8412+0.106 |0 0"

Istatistik agidan * p< 0.001, ** p<0.05, *** p>0.05
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L.agilis suslarmin asit toleranslari

OL. agilis AC3-10
4 1 B L. agilis AB7-35
OL. agilis BK10-47

Bakteri sayisi(log;,kob/ml)
W

0. dakika 60.dakika 120.dakika
Zaman (dak)

Sekil 4.2.1. L. agilis suslarimin asit toleranslari

L.casei subsp.casei suslarinin asit toleranslari

=
g
£
5 b
= OL. casei subsp.
g‘i 6 casei AB16-65
= B L. casei subsp.
= _ .
2 4] casei BK10-48
<
w
5o
=
S

0

0.dak 60.dak 120.dak

Sekil 4.2.2. L. casei subsp. casei suslarinin asit toleranslari

Agiz yolu ile alinan bakterilerin bagirsaga ulagsmadan once agiz boslugundaki
enzimlere daha sonra da 90 dakika siiresince midenin asit ortamina (pH 1.5-pH 3.0)
dayanikli olmalar1 gerekmektedir. Chou ve Weimer (1999) Lactobacillus
acidophilus’un 7 farkli susunun pH 3.5’te 90 dakika siire ile canliligin1 siirdiirdiigiinii
MRS agar iizerinde yaptiklar1 sayimlar sonucu belirlemislerdir. Lin ve Chen (2000),
inceledikleri farkli Lactobacillus acidophilus suslarmin pH 2’ de hemen hemen
cogunun canliligimi siirdiiremedigini fakat pH 3’te biitiin kiiltiirlerin canliligini

stirdiirebildigini belirtmiglerdir.
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Pereira ve Gibson (2002), ticari probiyotikler ve insan fecesinden izole edilen
bakterilerin asit toleranslarin1 karsilastirmiglardir. L. fermentum KC5b (izolasyon
kaynagi: insan fecesi), L. delbrueckii JCM 1002 (kaynagi: Danone fermente siit
icecegi) ve Lactobacillus acidophilus johnsonii’ nin (kaynagi: Nestle fermente siit
icecegi) pH 2’de 2 saat canliliklarini siirdiirebilirlikleri ile asite en toleransli suslar
olarak belirlemislerdir.Ayrica bunlar arasinda L casei 60.dakika, E. faecalis 120
dakika, L.casei Shirota’nin ise 45 dakika pH 2’de canliliklarini siirdiirebildiklerini

belirlemislerdir.

4. 3. Kiiltiirlerin Safra Toleransi

Insan mide-bagirsak sistemine giren bakteriler midenin asit ortamindan gegtikten
sonra bagirsakta safra asitleri ve tuzlan ile karsilasirlar. Bu bakterilerin safra tuzu
toleranslari bu anlamda onemli olmaktadir. incelenen 96 adet laktik asit
bakterilerinden ve 33 adet enterekok bakterisinden kolesterol asimilasyonu yiiksek
olan suglar arasindan sec¢ilen 13 adet mikroorganizmanin 3.2.3. belirtildigi sekilde
optik yogunluktaki degisim ve sayim yontemleri kullanilarak safra tuzuna dayanim
testleri yapilmistir. Elde edilen verilere gore 12 adet mikroorganizma da sayinin
arttigl 1 tanesinde ise gelisme olmadigi belirlenmistir. Bu sonuglar asit kosullara
dayanim testi ile kiyaslandiginda aralarinda bir iliski olmadigi (p> 0.05) tesbit
edilmistir. Ayrica safra tolerans1 ile kolesteroliin besiyerinden azaltilmasi

karsilastirildiginda da 6nemli bir iliski olmadigi belirlenmistir (p>0.05).

Cizelge 4.3.1° de kiiltiirlerin %0.3 safra tuzu iceren ve igermeyen MRS-THIO sivi
besiyerindeki O.saat 3.saat ve 6.saatlerdeki safra toleransi absorbans degerleri,
Cizelge 4.3.2° de MRS agar iizerinde gelisen kolonilerin sayim sonuglar
goriilmektedir. Safra igeren ve icermeyen besiyelerindeki 6. saatteki sayim sonuglari
DUNCAN testi yapilarak 6nem derecesine gore harflerle tabloda gosterilmistir. Safra
tuzu igeren MRS-THIO besiyerinde 6 saat siiresince bakteri gelisimleri arasindaki
farklilik istatistik agidan énemli bulunurken (p<0.0001) safra icermeyen MRS-THIO
stv1 besiyerinde 6nemsiz (p> 0.05) bulunmustur. L. agilis AC3-10 susu safra tuzunu

en fazla tolere ederken, L. agilis BK10-47 susu ise en az tolerans
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gosteren bakteri olarak belirlenmistir. Cizelge 4.3.1 ve 4.3.2°. de goriildiigl iizere
safra tuzuna dayaniklilik acisindan suslar arasinda farkliliklar bulunmaktadir.
Gilliland ve Walker (1990) 12 adet L. acidophilus bakterisinin safra toleransini
incelemis kiiltiirler arasinda safra toleransi bakimindan 6nemli farkliliklar tesbit
etmistir. Usman ve Hosono (1999) yaptiklari ¢calismada L. gasseri bakterisinin suslari

arasinda safra tuzlari toleransi bakimindan farkliliklar oldugunu belirtmislerdir.

Cizelge 4.3.1. Kiltirlerin 0., 3., 6., saatlerde safra igeren ve igermeyen

besiyerlerindeki absorbans degerleri

Absorbans Absorbans Absorbans

(0.saat) (3.saat) (6.saat)

Safra Safra Safra Safra Safra Safra
Kiiltiirler iceren icermeyen | igeren icermeyen | iceren icermeyen
L. agilis AC3-10 0.014 0.053 0.238 0.348 1.030 1.880
L. maltaromicus AC3-16 0.066 0.032 0.180 0.159 1.001 1.510
L. agilis AB7-35 0.024 0.038 0.205 0.234 0.970 1.803
L. casei subsp. casei AB16-65 |0.045 0.059 0.123 0.257 0.814 1.787
L. murinus BB16-75 0.001 0.036 0.078 0216 0.168 1.349
L. intestinalis AC18-85 0.026 0.029 0.151 0.253 0.940 1.838
L. maltaromicus A21-101 0.074 0.055 0.220 0.328 1.129 1.796
AK4-19 0.052 0.042 0.087 0.297 0.447 1.699
L. agilis BK10-47 0.000 0.047 0.011 0.266 0.000 1.397
L. casei subsp. casei BK10-48 |0.029 0.037 0.144 0.148 0.550 0.713
E. malodaratus BK9-43 0.031 0.030 0.060 0.203 0.302 1331
AC12-48 0.030 0.011 0.036 0.072 0.279 0.786
E. faecalis BC21-104 0.005 0.001 0.019 0.027 0.049 0.188

Cizelge 4.3.1 ve 4.3.1° de belirtildigi gibi safra tuzunun bulundugu besiyerinde safra
tuzu igermeyen besiyerine gore daha disiik gelisim izlenmistir Kiiltiirlerin safra
tuzu igeren besiyerinde gelisme hizlarindaki farklilik istatistiksel agidan Onemli
olmasada (p>0.05) safra toleranslar1 arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur
(p<0.0001). Perreira ve Gibson (2002) L .casei shirota ve Bifidobacterium infantis
ATCC 15697 safra asitlerine %0.4 safrali ortamda safrasiz ortama gore daha diisiik
gelisme gosterdigini  belirtmistir. Ayni arastiricilar L. delbrueckii JCM1002,
Enterococus gallinarum ve L .fermentum’un F53 ve KC5B suglarinin gelisme
hizinda farkliliklar istatistiksel agidan Onemli olmasada safra asitlerine duyarh

bulmuslardir.
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Cizelge 4.3.2 Kiiltiirlerin 0., 3., 6., saatlerde safra iceren ve igermeyen

besiyerlerindeki sayim sonuglari

logiokob/mL logiokob/mL logiokob/mL

(0.saat) (3.saat) (6.saat)

Safra Safra Safra Safra Safra Safra
Kiiltiirler iceren icermeyen | igeren icermeyen | igeren icermeyen
L. agilis AC3-10 7.1903 7.4232 7.8129 8.1614 8.6021* |9.1903*
L. maltaromicus AC3-16 6.8451 6.3010 7.5623 7.6767 8.0607° |8.8129*
L. agilis AB7-35 7.1303 7.1614 7.4771 7.9542 8.1761* |9.1461°
L. casei subsp. casei AB16-65 6.7404 7.1614 7.3892 8.8420 8.2175* | 8.000°
L. murinus BB16-75 6.4548 7.1303 6.9542 7.9294 7.1461™ [8.9031°
L. intestinalis AC18-85 6.9542 7.0607 7.4232 8.0969 8.3222* |9.2175%
L. maltaromicus A21-101 7.1903 6.8451 7.7404 7.9294 8.1761* |9.5563"
AK4-19 7.3979 7.0969 8.000 7.3979 7.9542* | 8.8751*
L. agilis BK10-47 0.000 6.8451 0.000 7.8451 0.000° 8.9294*
L. casei subsp. casei BK10-48 6.4508 6.5436 7.1202 7.1456 7.9423* | 7.9956"
E. malodaratus BK9-43 6.7404 6.8129 6.8129 74771 8.0792* |8.4771%
AC12-48 6.3010 6.2788 6.6021 7.1614 7.8751™ [8.1761°
E. faecalis BC21-104 5.7404 5.9294 6.0792 6.3617 6.000° 7.6021*

Sekil 4.3.1’de L. agilis AC3-10, Sekil 4.3.2’de L. maltaromicus AC3-16, Sekil
4.3.3’te L. agilis AB7-35, Sekil 4.3.4’te L. casei subsp. casei AB16-65, Sekil 4.3.5’te
L. murinus BB16-75, Sekil 4.3.6’da L. intestinalis AC18-85, Sekil 4.3.7°de
L.maltaromicus A21-101, Sekil 4.3.8’de AK4-19, Sekil 4.3.9.’da L. agilis BK10-47,
Sekil 4.3.10°da L. casei subsp. casei BK10-48, Sekil 4.3.11°de E. malodaratus BK9-
43, Sekil 4.3.12°de AC12-48, Sekil 4.3.13’te E. faecalis BC21-104 bakterilerinin 6
saat siliresince safra iceren ve icermeyen ortamlardaki gelisme kurveleri

goriilmektedir.
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Sekil 4.3.1. L. agilis AC3-10 Sekil 4.3.2. L. maltaromicus AC3-16
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Sekil 4.3.13. E. faecalis BC21-104
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Tahri vd. (1997) degisik bifidobakter tiirlerinin safra tuzlar1 ve degisik pH’lerdeki
kolesterol asimilasyonunu incelemisler ve Bifidobacterium breve ATCC 15700
susunun kolesterolii %51 oraninda asimile edebilecegini belirlemi$lerdir.[ 777777777
Taranto vd. (1996) Enterococcus faecium un kolesterolii azaltma, safraya direnclilik
ve safra tuzlarim1 dekonjuge etme oOzelliklerini inceledikleri calismada cogu test

edilen tiirlin %0,3 oraninda ki safra tuzuna direncli oldugunu belirlemislerdir.
4. 4. Kiiltiirlerin Safra Tuzlarim Dekonjuge Etme Ozelliklerinin Belirlenmesi

Dekonjuge safra asitleri bagirsak florasi ile sekonder safra asitlerine doniistiigii ve
bunun da bagirsak kanseri riskini arttirdigi bilinmektedir. Bu nedenle bakteriler
tarafindan safra asitlerinin dekonjugasyonu serum kolesterol diizeyini diisiirsede
kanser riskini arttirdig1 igin istenen bir 6zellik degildir. Bu durumun tesbiti i¢in
probiyotik kiiltiir se¢iminde safra tuzu hidrolazinin negatif olmas: gerekir (Sanders,

2000; Bongaerts vd., 2000).

Kiilttirlerin safra tuzlarini dekonjuge etme ozellikleri 3.2.8” de belirtildigi gibi
yapilmistir. 72 saat inkiibasyon sonrasinda petri iizerinde opak goriinlis meydana
geldigi ancak zon olusmadigi goriilmistiir. Kiiltiirlerin safra tuzu dekonjugasyonu
opak goriinlisiin yant sira zon olusumunu da gerektirir. Zon olusumunun
gorlilmemesi inceledigimiz suslarin safra tuzlarin1 dekonjuge etmedigi yoniinde bir
sonuca gotiirsede, dekonjugasyonun tesbiti igin gerekli diger analizlerin yapilmasi
gereklidir. Caligmanin daha sonraki asamalarinda bu analizlerin yapilmasi

planlanmaktadir. Istatistiksel olarak kolesterol asimilasyonu, safra toleransi ve safra

P ‘[ Aciklama [S1]: Kolesterole yaz J
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tuzlarinin dekonjugasyonu karsilastirildiginda aralarinda 6nemli bir iligki olmadigi
belirlenmistir (p>0.05). Sekil 4.4.1 ve Sekil 4.4.2°de taurokolik asitin (TCA) sodyum
tuzunu igeren, Sekil 4.4.3 ve Sekil 4.4.4.” te glikokolik asitin (GCA) sodyum tuzunu

iceren MRS agar lizerinde gelisen bakterilere ait koloniler goriilmektedir.

Birgok arastirmaci Lactobacillus acidophilusun safra asitlerini dekonjuge etme
Ozelliklerini incelemislerdir (Walker vd.,1993;Usman vd.,1999). Safra asitlerinin
dekonjugasyonu serum kolesterol konsantrasyonunun kontroliinde énemlidir ¢iinkii
dekonjuge safra asitleri gerek c¢oziiniirlik gerekse lipidlerin absorbsiyonunda
konjuge safra asitleri kadar fonksiyona sahip degillerdir. Chikai vd. bagirsak
mikroorganizmalart ile inokiile edilmis farelerin fecesinde safra asit atiminin yiiksek
oldugunu ve bu safra asitlerinin dekonjuge formda oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
Chikai vd. diyetsel liflere veya bakteriye bagl olan serbest safra asitlerininde safra
asit salgisini arttirdigini belirtmistir. Bu hareket karacigerdeki kolesterol sentez
mekanizmasini dolayisiyla safra asit olusumunu diizenlemekte ve bu da serum

kolesterol konsantrasyonunu diigiirebilmektedir (Walker vd.1993).

Birgok arastirmact safra tuzlar1 dekojugasyonu ve pH ilskisi iizerinde ¢alismis, pH
diistiigii zaman kolesterol misellerinin yapisinda degisme meydana gelerek serbest
safra tuzlart ile kolesterolde ¢O6kme olustugunu belirtmislerdir. Kolesterolun
dekonjuge safra ile birlikte ¢okmesi in vitro ortamda olussa da in vivo da ince
bagirsakta pH nin ndtiirden daha yiiksek olmasi nedeniyle gergeklesmedigi

belirtilmistir (Walker ve Gilliland 1993, Tahri vd., 1996, Brashears vd 1998,).
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Sekil 4.4.1. Taurokolik asitin (TCA) sodyum tuzunu iceren MRS agar iizerinde
gelisen koloniler

Sekil 4.4.2. Taurokolik asitin (TCA) sodyum tuzunu iceren MRS agar iizerinde
gelisen koloniler
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Sekil 4.4.3. Glikokolik asitin (TCA) sodyum tuzunu igceren MRS agar iizerinde
geligsen koloniler

Sekil 4.4.4. Glikokolik asitin (TCA) sodyum tuzunu igeren MRS agar iizerinde
gelisen koloniler
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4. 5. Kiiltiirlerin Kremada Kolesterol Azaltmasi

Kolesterol sterollerin ana maddesi olup yag globiillerinin membraninda yer alir. Siit
iiriinlerinde kolesterol miktar1 yag igerigi ile yakindan iliskilidir. Babuchowski
siitteki ortalama kolesterol igerigini 13mg/100ml, Jensen ise siitteki ortalama
kolesterol igerigini 308-606 mg/100g yag olarak belirtmistir (Juskiewicz ve Panfil-
Kuncewicz, 2003). Yagdaki kolesterol icerigi mevsimlere gore de degisiklik
gostermektedir. Bindal ve Jain inek siitlerinden yapilan sade yagm kolesterol
iceriginin ilkbaharda 465.5mg/100g yazin ise 428.4mg/100g olarak belirlemislerdir
(Precht, 2001). % 15 yag igeren kremada kolesterol miktar1 ve denemede kullanilan
kiiltiirlerin kolesterol asimilasyonu 3.2.9.1 de belirtildigi sekilde GC kullanilarak
yapilmistir. Sekil 4.5.1. Kolesterol standardina ait kromatogram ve Sekil 4.5.2. L.
agilis AC3-10 bakterisinin kremadaki inkiibasyonu sonrasinda kremadaki kolesterol
miktarimi gosteren kromatogramdir. 24 saat inkiibasyon sonunda kolesterol azaltma
miktarlar ve gelisen pH degerleri Cizelge 4.5.1.’de verilmistir. Cizelge de goriildigii
iizere pH 3.76-4.38 arasinda degismistir. En fazla kolesterol indirgeyen
mikroorganizma L. maltaromicus AC3-16 ile L. maltaromicus A21-101’dir. En
diisiik indirgeme ise L. casei subsp. casei BK10-48 ve E. malodaratus BK9-43
bakterilerinde tesbit edilmistir. Kremada asit gelisimi ile kolesterol indirgemesi
arasinda bir iliski bulunamamuistir (p>0.05).

Cizelge 4.5.1.Bakterilerin %15 yagh kremada kolesterolii azaltma miktarlar1 ve pH

degerleri

Laktik Asit Bakterisi Kolesterol miktart pH degerleri | % kolesterol
(mg/100g) azalma miktari

KONTROL 470.363+0.2832 6.40

L. maltaromicus AC3-16 189.186+0.3221 3.76 59.78

L. casei subsp. casei BK10-48 373.375+£0.01 4.36 20.62

L. murinus BB16-75 256.538+0.148 4.05 45.46

E. faecalis BC21-104 264.788+0.2449 438 43.71

L. agilis AC3-10 265.825+0.1058 3.99 43.49

L. casei subsp. casei AB16-65 270.838+0.0414 3.84 42.42

AK4-19 277.850+0.0864 3.85 40.93

L. intestinalis AC18-85 275.662+0.2109 4.00 41.40

L. maltaromicus A21-101 189.800+0.0467 4.36 59.65

L. agilis AB7-35 317.388+0.1394 3.81 32.52

AC12-48 318.250+0.2498 4.06 32.34

E. malodaratus BK9-43 368.975+0.2968 4.18 21.56

L. agilis BK10-47 272.525+0.0571 4.03 42.06
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Bu konuda yapilan caligmalarda genellikle hayvan denemeleri mevcut olup iiriin
iizerinde yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir.Akalin vd. (1997) farelerde yaptiklar
calisgmada normal yogurt ve asidofiluslu yogurdun, toplam serum kolesteroli,
triasilgliserol ve lipoprotein konsantrasyonlarina etkisini incelemiglerdir. Bunlar
fareleri yiyeceklerine ilave olarak su (kontrol grubu), yogurt (yogurt grubu) ya da
asidofiluslu yogurt (AY grubu) ile 56 giin boyunca beslenmislerdir. L acidophilus’
un L. bulgaricus’ a gore fare bagirsak sisteminde daha uzun siire canli kaldigini
bdylece asidofiluslu yogurdun, yogurda gore serum kolesterol konsantrasyonunu
diisirmede daha etkili oldugunu gostermistir. Yapilan baska bir calismada S.
salivarius ssp .thermophilus, L. delbruecki ssp. bulgaricus, L. acidophilus sugunun
tavsanlar {izerindeki etkilerine bakilmig 60 giin i¢inde kolesterol seviyelerinde %
1433 mg azalma meydana geldigi tesbit edilmistir. (Juskiewicz ve Panfil-

Kuncewicz, 2003)
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Sekil 4.5.1. Kolesterol standardina ait kromatogram
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Sekil 4.5.2. L. agilis AC3-10 bakterisinin kremadaki inkiibasyonu sonrasinda

kremadaki kolesterol miktarini gosteren kromatogram
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5. SONUC

Kalp damar hastaliklar1 ile beslenme arasindaki iliski ortaya konulduktan sonra
kolesterolu azaltilmig gidalara talep artmistir. Bu baglamda g¢esitli yontemlerle
gidalardan kolesteroliin azaltilmasi ile ilgili c¢alismalar yapilmaya baglamistir.
Yapilan c¢aligmalar kimyasal ve fiziksel metodlar kullanilarak yapilmis, ancak
biyolojik yolla kolesterol azaltilmasi yoniinde bir ¢alisma rastlanmamistir. Kimyasal
olarak [-siklodekstrin uygulamasi ile kolesterol azaltilmasi yoniinde birgok ¢aligma
bulunmaktadir. Ancak B-siklodekstrin pahali bir madde oldugu ig¢in iiriine ek maliyet
getirecektir. Fiziksel metodlarla yapilan uygulamalarda ise iiriin aromasinda kayip
meydana geldigi icin tercih edilmemektedir. Biyolojik yolla kolesterol azaltilmasi ek
bir maliyet getirmedigi gibi lirliniin tat, koku ve tekstiirii iizerine olumlu etkisi

olabilecegi diisliniilmektedir.

Bu c¢alismada probiyotik olma oOzellikleri ©Onceden belirlenmis bakterilerin
kolesterolii azaltma o&zellikleri incelenmistir. Bundan sonra kolesterol azaltma
0zelligi olan suslarin tiretimde kullanilma olanaklar1 arastirilacaktir. Kremada yiiksek
oranda kolesterol indirgeyen kiiltiirler L.maltaramicus™un iki susudur. Bu kiiltiir sit
starter bakterileri icinde yer almamaktadir, ancak yapilacak caligmalarla bu

bakterilerin kullanilabilme olanaklar1 arastirilacaktir.
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