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~ ATEROSKLEROTIK FARELERDE KEFIR VE YOGURDUN
LIPIDPEROKSIDASYONUNA VE ANTIOKSIDAN ENZIMLERE ETKILERI
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Ozet: Bu ¢alismanin amaci, yiiksek oranda koles‘erol iceren diyetle beslenen farelerin eritrositlerindeki antioksidatif
savunma sistemi ve artan lipit peroksidasyonu (melondialdehit (MDA)) tizerine kefir ve yogurt ilavesinin koruyucu
roliinii belirlemekti. 40 adet yetiskin erkek Swis Albina fare. her grupta 10 adet olacak sekilde 4 gruba aynldi. Fareler
normal bir diyetle beslenmekle birlikte 2, 3 ve 4. gruplann yemlerine 90 giin boyunca giinliik olarak 2 g/100 g canh
agirhk (c.a.) hesabr ile kolesterol ilave edildi. Bu siireyi takip eden 60 giin boyunca ise 2. gruba 30 ml/kg kefir, 3. gruba
ise 30 ml/keg yogurt yedirildi. Bu uygulamanin sonunda fareler MDA, rediikte glutasyon (GSH) diizeyleri ile glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) aktivitelerini 6lgmek i¢in oldiriildi. Kan 6rnekleri kalpten alindi.

Plazma MDA diizeyleri kantrol grubuna gore kolesterol grubunda daha yiiksekti (P<0.01). Ayni1 zamanda, eritrosit
GSH diizeyleri ile GSH-Px ve CAT aktiviteleri ise kolesterol grubunda kontrol grubuna gore daha diigiiktii. Ancak, kefir
ve yogurt verilen gruplarin daha dnceden yiiksek olan MDA diizeyleri 6nemli oranda (P<0.01) azaldi. Bu sonuglar, kefir
ve yodurt ilavesinin yiiksek kolesteroliin neden oldugu lipit peroksidasyonu artigina kargt kanda onemli koruyucu bir
etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Sozeiikler: Aterosiklerozis. kefir, yogurt, lipid peroksidasyonu. antioksidan enzimler.

Protective Role of Supplementat Kefir and Yogurt on Increased Lipid Peroxidation Caused
by High-Cholesterol Diet

Sunmimary: The aim of this study was to determine the protective role of dietary intake Kefir and Yogurt on increased
lipid peroxidation as malondialdehyte (MDA) and on the antioxidative defense mechanisms in the erythiscytes of mice
receiving a high-cholesterol diet. Forth adult male swiss Albino Mice (10 in each group) were rondomly divided into four
groups. The mice were fed a normal diet. but group 2., 3 and 4 received a daily supplement in their diet of 2¢/100g body
weight (h.w.) for 90 days. For 60 days subsequently. the control group (group 1) was fed with a normal diet, and the
second group fed 30 ml/kg kefir. the third group was fed 30 mi/kg yogurt. After the last supplemental kefir and yogurt.
10 mice from each group were killed. Blood samples were taken for the levels of molonildialdehyte (MDA) and reduced
glutathione (GSH). and activities of glutathione peroxidase (GSH-Px) and catalase (CAT) enzymes measurements by
heart puncture. -

MDA levels in the plasma was significantly (P<0.01) higher in the cholesterol feed group than in the control group.
Also. the GSH levels and GSH-Px and CAT activities in erytrocytes were significantly (P<0.05, P<0.01. respectively)
lower in the cholesterol group than in the control group. However. the MDA levels of plasma in kefir and yogurt
supplementation groups were significantly (P<0.01) decreased. These results indicate that supplemental kefir and yogurt

heve significant protective effects on the blood against increased LPO caused by high-Cholesterol.
Key words: Atherosclerosis. kefir, yogurt. lipid peroxidation. antioxidan enzymes.

GIRIS

Aterosiklerotik kalp hastaliklarinin nedeni ve has-
taligin tedavisine iligkin son yillarda yogun deneysel
ve klinik arastirmalar yapilmistir'. Karbonhidrat, ko-
lesterol ve doymus yaglardan olusan yiiksek kalorili
beslenmede aterosiklerotik kalp damar hastaliklarinin
olusma riskinin yiiksek oldugu bildirilmektedir*3. Or-
ganizmada en ¢ok goriilen radikal hasari lipid pe-
roksidasyonu seklinde olup. membranda doymamis
yag asitlerinden bir hidrojen ¢ikmasiyla yag (L.) ra-
dikali olusur ve zincir seklindeki reaksiyonlarin so-
nunda sitotoksik iriinler olan aldehitler ayrica pentan
gibi hidrokarbon gazlari meydana gelir. Bu toksik
iiriinlerden aldehitlerin en son basamaginda yer alan
malondialdehid ise lipid peroksidasyonunun sap-
tanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir®=,

Fermente siit diriinlerinin  (kefir ve yogurt gibi)
basta aterosiklerotik  ve hiperkolesteremiden kay-
naklanan peroksidasyonlar olmak iizere bir ¢ok has-

Kafkas Unive
#=  Kafkas Uni

taligin olusumunu engelledigi bildirilmektedir™!'. Ke-
fir. Kafkas iilkelerine ozgii olarak bilinen ancak
diinyanin bir ¢ok iilkesinde ticari olarak iiretilen ve
kullamilan, kazein, siit asitleri ve birbirleriye ortak
yagsayan mikroorganizmalarin meydana getirdigi, bi-
lesiminde % 1 kadar etil alkol ona yakin siit asidi
iceren fermente bir siit icecegidir'>'4. Kefirin yapisin-
da bulunan laktik asit, okzalik asit ve o- ketoglutarik
asit kefire eksimsi ve ferahlatici bir 6zellik kazandirir.
Aromasinda; ucucu yag asitleri, alkoller ve karbonil
bilesikler ile kefirin olgunlasma donemlerinde olugan
diasetil, propiyon aldehit. asetaldehit, n-propanol ve
izoamil alkol 6nemli rol oynar'*'6. Kefirin mik-
roflorasi igin belirli bir standart vermek zordur. Ge-
nellikle orjine bagl olarak graniil mikroflorasinda lak-
tik asit bakterileri, bazi maya tiirleri ile asetik asit bak-
terileri bulunmaktadir's-'S,

Kefirde ¢ig siitte bulunan bir ¢cok mikroorganizma
bulunmakta fakat patojen bakteriler gelismemektedir.
Hatta graniildeki mikroflora diginda buraya yabanci
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mikroorganizma girip yasayamaz'+'3819 Yogurt ise
siite Lactobacillus bulgaricus ve Streptoccus ther-
mophilus'un ilave edilmesiyle olugan fermente bir siit
triinidir?.

in vivo ve in vitro olarak yapilan ¢=sitli
caligmalarda kefir ve kefir graniillerinin antibakte-
riel's1921 antifungal'-22, antitumoral'>2>23,  hipokoles-
temik!"->, immunomodilatér?>2526 ve antioksidan®’-2
etkisinin bulundugu belirtilmistir. Ayrica bagka bir
fermente siit iiriinii olan yogurdun da antitiimoral™ et-
kisinin yaninda insan saghg iizerine ¢ok olumlu et-
kilerinin oldugu ileri siiriilmektedir’®®. Giinde L. aci-
dophius LI igeren 200 ml fermente siit tiiketen hi-
perkolesterolemik bireylerde % 2.4-3.2 oraninda ko-
lesterol diizeyinde azalma meydana geldigi, bununda
her %1'lik kolesterol azalmasinin kalp hastaliklar; ris-
kini %3 oraninda azalttig: bildirilmektedir!!.

Bu caligmada yagsiz siitten yapilan kefir ve
yogurdun kargilasirmali olarak aterosiklerotik = fa-
relerde plazma lipid peroksidasyonu ve rediikte glu-
tatyon diizeyleri ile glutatyon peroksidaz ve katalaz
enzim aktivitelerine etkilerini belirlemek ve tartigmak
amaclanmigtir.

MATERYAL ve METOT

Havvan gruplariun olusturulmast: Caligmada 40
adet Swiss albino erkek fare deneme &ncesi bir hafta
boyunca adaptasyon saglamaya yonelik olarak stan-
dart fare yemi (Tablo. I) ve su ile ad libitum olarak
beslendi. Daha sonra 4 esit gruba ayrilan hayvanlara
12 saat 151k ve 12 saat karanhk. yaklagik 22+2 °C 1s1
ve nem orani ortalama %50+5 olan 6zel bir ortam
saglandi ve bu ¢alisma iki agamada gergeklestirildi.

[. asamada kontrol grubu hari¢ tiim gruplar 90 giin
boyunca giinliik olarak kolesterolce zengin (2 g/100 g

Tablo 1. Kullanilan fare yeminin igerigi.
Table 1. Diet composition.

Karisim e
Bugday 10
Misir 23
Arpa 15
Kepek 8
Soya 26

Balik unu
Et-kemik unu

Melas
Tuz 0.8
Vitamin+mineral® 0.2

‘ Vitamin A. D3. E. K3. BI ve B2, Nikotuinamid, folik asit. Biotin Mn,
Fe. Cu. . Co. Se. antioksidan (buthilhidroksitoluol) ve Ca.

Giiven, Giiven. Giilmez.
Beytut. Erisir

canh agirhk ) yemle beslendi. Siire sonunda kan
ornekleri alinarak, 2500 g 15 dakika santrifiij edil-
dikten sonra analize kadar -20 °C de bekletildi (18 sa-
at) ve hayvanlar ikinci agsama icin hazir hale getirildi.

II. agamada her giin saat 09.00 da I. grup (kontrol
grubu) standart fare yemi + su, II. grup 30 ml/kg kefir
+ standart yem, II. grup ise ayni zaman araliginda 30
ml/kg yogurt + standart yem ve IV. grup standart fare
yemi+su ile 60 giin beslendi.

Kefir Yapumu: Kefir yapiminda kullanilan stit, 90 °C
de 10 dakika isitildiktan sonra bir kaba konuldu ve 25
°C'ye kadar sogutudu. 1/2 litreye 15-20 gram kadar
kefir graniilleri kauld: ve iyice karistirnildi. Kabin ka-
pagt kapatilip 22 °C'de 20 saat fermentasyona
birakildi. Fermentasyon sonunda graniiller siizgegten
gecirilmek suretiyle ayrildi. Stizgegte kalan graniiller
yeni bir kefir yapimi i¢in kullamldi'2. Elde edilen kefir
4 °C de 24 saat tutulduktan sonra belirtilen oranlarda
farelere giinliik olarak verildi. Her iki giinde bir yeni
kefir yapildi.

Yogurt vapuni: Pastorize edilmig ve 43 °C'ye kadar
sogutulmus yagsiz siite % 2 oraninda yogurt kiiltiirti
(Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus ther-
mophilus) ilave edilerek 43+1 °C de inkiibe edildi ve
24 saat buzdolabinda bekletildikten sonra deney grup-
larina belirtilen oranlarda verildi?® ve her iki glinde bir
yeni yogurt yapildi.

Kan  orneklerinin  alinmasi:  Kolesterol — uy-
gulamasinin 12, haftasinda, kefir ve yogurt uy-
gulamasinin  60. giintinde heparinli enjektorler ile
kanlar alindi ve 15 dakika 2500 g. de +4 °C de sant-
rifiijasyonla plazmalari alindi. Plazmalar analiz edi-
lecegi ana kadar -20 °C de derin dondurucuda sak-
land1. Eritrosit paketi icin hemolizat 3 kez % 0.9'luk
sodyum kloriir ile yikanarak hemolizat 9 oraninda di-
ionize su ile sulandirilarak -20 °C 18 saat saklandi.

Lipid peroksidasyonu ve enzim analizleri: Plazma
MDA diizeyleri Akkug'in®' belirttigi metot ile tayin
edildi. Bu metod lipid peroksidasyonunun aldehid
tirtinlerinden biri olan MDA ile Tiobarbitiirik asit
(TBA)'min reaksiyonu temeline dayanir. 0.2 ml plazma
tizerine 0.8 ml fosfat tamponu, 0.025 ml BHT ve 0.5
ml % 30Tuk TCA  eklendi. Tiipler vortekste
karistirtldi ve iki saat buzda bekletildikten sonra 2000
devir/dak'da 15 dakika santrifuj edildi. Berrak
kistimdan 1 ml alarak iizerine 0.075 ml 0.IM EDTA
ve 0.25 ml %1'lik TBA ilave edilerek karistirildi ve
kaynar su hamaminda 15 dakika bekletildi. Standart
olarak 1, 1, 3, 3 tetra-ethoxypropane ¢ozeltisi kul-
lanildi. Rediikte glutatyon; Ellman'a gére®* yapilirken.
Eritrosit  Glutatyon peroksidaz: Lawrence and



Kafkas Univ. Vet. Fak. Derg.
2003, 9(1): 79-83

Burk'un®* belirtikleri metoda gore tespit edildi. Erit-
rosit katalaz aktivitesi ise Aebi** tarafinda modifiye
edilen H202 in parcalanmast sonucu 240 nm'deki ab-
sorbans azalmasimin ol¢iilmesine gore yapildi.

Istatistiksel analizler: Istatistiksel analizler varyans
analizi (ANOVA) yapilarak, her grubun kontrol gru-
buna gore farkini belirlemek i¢in Student's t-testi kul-
lanildi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak be-
lirlendi P<0.05 istatistiksel farkhih@ gosterdi.

BULGULAR

Gruplar tanimlayict ozellikler Tablo 2 ve 3'te
gosterilmistir. Tablo 2'de goriildiigli gibi baslangicta
tiim gruplar yas. agirhk ve cinsiyet bakimindan ben-
zerdir.  Kolesterol kullanimini takiben gruplarin
agirhklarinda  artig  gozlenirken, kolesterol uy-
gulanmast sonunda alinan kan 6rneklerinin analiz so-
nuglart ile kefir ve yogurt kullanimindan sonra alinan
kan orneklerindeki MDA ve GSH diizeyleri, CAT ve
GSH-Px aktiviteleri Tablo 4 ve 5'te verilmigtir. Ko-
lesterol uygulamasindan sonra 6rneklerde yapilan ana-
liz sonuglari kontrol grubu ile biyiik farklihk
gostermektedir. MDA diizeyi kontrol grubunda (I),
0.93 iken II, III ve IV. gruplarda sirasi ile 3.70, 3.40
ve 2.96 olmustur. GSH-Px diizeyi ise grup I'de 32.33
olarak saptanmisken, II. grupta 26.80, III. grupta 27.0
ve IV. grupta 26.97 olarak bulunmustur (Tablo 4). II.
asama sonrasinda kontrol grubunda 1.16 olan MDA
diizeyi IL, 11T ve V. gruplarda sirasi ile 2.13, 2.89, ve
2.15 olmustur. GSH-Px diizeyi ise kontrol, II, IIL, ve

Tablo 2. Gruplarin demografik ozellikleri.
Table 2. The demographic properties of groups.

Hayvan Kontrol grubu Kefir grubu Yogurt grubu Kontrol IT
gruplart (Grup I (Grup 1) (Grup IID (Grup IV)
Sayi 10 10 10 10

Yasg 20 giinliik 20 giinliik 20 giinliik 20 giinliik
Cinsiyet Erkek Erkek Erkek Erkek
Agulik (2) 24.5 248 245 24.6
Kolesterol Kullantlmadt 90 giin 90 giin 90 giin
Kullanim

stiresi

Tablo 3. Kefir ve yogurt uygulamasindan sonra gruplann
demografik ozellikleri

Table 3. The demographic properties of groups after the kefir and
yogurt treatment.

Hayvan Kontrol grubu Kefir grubu Yogurt grubu Kontrol II
gruplary (Grup 1) (Grup II)  (Grup III) (Grup 1IV)
Sayt 10 10 10 10

Yas 110 giinliik 110 giinlik 110 giinliik 110 giinlitk
Cinsiyet Erkek Erkek Erkek Erkek
Agihk (g) 286 26.2 25.8 25.0

Kefir Kulla-  Kullaniimadi 60 giin Kullanilmad: ~ Kullamlimads
num siiresi

Yogurt Kul- Kullanilmadi

lanum siiresi

Kullanilmadi  Kullanilmadi 60 giin
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Tablo 4. Kontrol ve kolesterol uygulanan deney gruplarda lipid
peroksidasyonu ve bazi antioksidan enzim diizeyleri.

Table 4. The lipid peroxidation and some antioxidant levels in
control and cholesterol treated groups.

Parametre- I Grup II. Grup III. Grup IV. Grup

ler Kontrol (2g/100g kolst.) (2g/100g kolst.) (2g/100g kolst.)
MDA 0.93x0.2 37042, 1> 3401455 296067
(nmol/ml)

GSH 1.66+0.2 1.024+0.4% 0.98+£0.2% 1.16£0.3*
(nmol/ml)

GSH-Px 32.33£1.7  26.80%1 3% 27.00£1.0%* 5 D |
(U/gHb) e
CAT 3027423 28.16%].8%* 28.13+2.6%*  28.10+3.4%*
(k/mg Hb)

##* P<0.01, * P<0.05

Tablo 5. Kefir ve yogurdun arterosklerotik gruplarda lipid
peroksidasyonu ve bazi antioksidan enzim diizeylerine etkileri.
Table 5. The effects of mefin ahd yogurt on the lipid peroxidation
and some antioxidant levels in the artherosclerotic groups.

Parametre- L Grup IL Grup L. Grup IV. Grup?
ler Kontrol (30ml/kg kefir) (30ml/kg yogurt)

MDA 116202 2.13+0.3** 2.8940.5%* 2.1540.8%
(nmol/ml)

GSH 1.68+£0.2 1.2940.2% 1.04£0.4* 0.98+0.2%
(nmol/ml)

GSH-Px 34.38+1.70 29.8242.2%% 28.17+£1.2% 271342 4%
(U/gHb) B
CAT 30.20£1.7  29.2242.7* 29.00£1.1* 28.80%1.7%
(k/mg Hb)

# P<0.0l. * P<0.05

. Kolesterol verilip I1. asamada sadece standart yem ve su ile beslenen grup.

IV. gruplarda sirasiyla 34.38, 29.82, 28.17 ve 27.13
olarak tespit edilmistir (Tablo 5). Bu agamadaki kan
ornekleri analizi sonucunda kefir ve yogurt verilen
gruplarla kontrol grubu arasinda anlamh farklar tespit
edilmigtir (Tablo 5).

TARTISMA ve SONUC

Kolesterol yontinden zengin diyetle beslenen bi-
reylerde kolesterol, 6zellikle kan miktari fazla olan
kalp gibi i¢ organlarin damar endotellerinde birikerek
ateroskleroza neden olmaktadir®3¢. Aterosklerozun
goriilme sikhgi, olusmasi ve ilerlemesinin yas, cinsi-
yet, yasam bicimi, kalitim ve diyet gibi faktorlerle il-
gili oldugu bilinmektedir'>37. Risk faktorii olarak ad-
landirnlan bu faktorler arasinda beslenme big¢imi do-
layisiyla diyet onemli yer tutmaktadir.

Yapilan bir ¢ok calismada, lipoproteinlerin ko-
lesterol ile aterosikloterik kalp hastaliklari arasindaki
iliski deneysel olarak gosterilmisdir®3. Nitekim de-
neysel olarak geng tavsanlar 2 y1l siire ile kolesterolle
zenginlegtirilmis  bir diyetle besleyen bir grup
arastirict selliiler olmayan fibroz tip bir ateroskleroz
elde etmisler ve bunun hiperkolesteremiye bagh oldu-
gunu tespit etmislerdir®®. Aym zamanda hiperkoles-
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terolemi ve aterosklerozis ile ters iligki gosteren yani
her iki hastalik riskini de azalticr yonde etki gosteren
besinlerde mevcuttur. Yogurt, kefir, vitamin E ve C
iceren besinler boyle etkiye sahip besinlerdir!!4!-42,
Eichholar ve Stahelin® inek siitii ve siit tirlinlerinin hi-
pokolesterimik etkiler gosterdigini bildirirken, Hapner
ve ark.* da kolesteroliin yogurt tiiketen inasanlarda
diistiigiinii. aym sekilde Keim ve ark.'” giinliik olarak
yogurt verilen insanlarda HDL'nin 6nemli oranda
azaldigiini belirtmektedirler.

Kontrol grubunda lipid peroksidasyonun gostergesi
olan MDA konsantrasyonunu 0.93 nmol/ml. IL. ve IIL
arupta ise MDA degeri sirasyla 3.70 ve 3.40 nmol/ml
bulundu. Aterosklerotik kefir uygulanan grupta 2.13
nmol/ml ve aterosklerotik yogurt uygulanan grupta ise
2.89 nmol/ml olarak tespit edildi. Bu durum; kefir ve
yogurdun kan kolesterol oranini diistirdiigii ve buna
paralel olarak da lipid peroksidasyon oraninda azal-
manin oldugu seklinde agiklanabilir. Ciinkii kolesterol
ve trigliserid birikimi lipid peroksidasyonunun ne-
denlerindendir. Nitekim Hapner ve ark.* giinliik ola-
rak 750 ml yogurt verdikleri hastalarda kan kolesterol
diizeyinin % 2 oraminda distiigtini, Agrebeck ve
ark.*S yogurt uyguladiklar insanlarda 3. haftada ko-
lesterolde %3. 6. haftada ise %6 oraninda bir azalma
oldugunu bildirmektedirler. Oksidan ozelligi bilinen
kolesteroliin diismesi kefir ve yogurtta bulunan Lac-
tobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bakterileri
tarafindan LDL'in (low density lipoprotein) inhibe
edilmesi ile agiklanmaktadir+647,

GSH diizeyine bakildiginda kontrol grubunda 1.66
nmol/ml iken kolesterol kulanilan grupta bu deger ti¢
grup ortalamasi yaklagik 1.05 nmol/ml dir. Kefir uy-
gulanan grupta bu deger 1.29 nmol/ml. yogurt uy-
gulanan grupta ise 1.04 nmol/ml, kolesterolden sonra
normal diyetle beslenen grupta (IV) ise 0.98 nmol/ml
olarak tespit edilmistir. Kolesterol uygulamasmdan
sonraki degerler ile kefir ve yogurt uygulamasindan
sonraki MDA, GSH-Px (p<0.01), CAT ve GSH
(p<0.03) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Aymi zamanda kontrol grubuna kiyasla canh
agirlikta da onemli bir artigin gozlenmesi kefirin ko-
ruyucu etkilerinin yaninda besleyici ve metabolizma
diizenleyici gorevlerinin oldugunun bir diger ifa-
desidir.

Caligmada, gelencksel yogurt ve kefirin ate-
rosklerotik bireylere veya predispoze bireylere uy-
gulanacak diyet kiirlerinin arasinda yer alabilecegi,
koruyucu tedavide kullanlacak alternatif gida olarak
onemli oldugu ve olusabilecek oksidan hasarlarina
karst da savunma mekanizmasi saglayabilecegi so-
nucuna varimistir.

6

10
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