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OZET

Bu calismada, koéy yogurtlarindan izole edilmis ve ekzopolisakkarit
uretimi miktarlarina gore secilen Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus turine ait 5 susun ekzopolisakkarit Uretimi miktarlar ile
kolesterol giderimi oranlari arasindaki iligkinin belirlenmesi ve bu
suglarin safra tuzu dekonjugasyonu aktivitelerinin tespit edilmesi
hedeflenmistir. Kolesterolin ve farkli safra konsantrasyonlarinin
suslarin gelisimi Uzerine etkisi arastiriimistir. Kolesteroliin geligimi
artirdigi ve %0,0°’dan %0,3’e dogru artan safra konsantrasyonlarina
bagh olarak tiim suslarin canlilik oranlarinin distigu tespit edilmistir.
Suslarin %0,3’luk safra konsantrasyonundaki canlilik yuzdelerinin %0-
24 degerleri arasinda oldugu belirlenmistir. Kolesterol giderimi Gzerine
farkli safra konsantrasyonlarinin etkisi arastinlmisgtir. Yiksek
ekzopolisakkarit Uretimine sahip olan suslarin (B3, ATCC 11842, G11)
disuk ekzopolisakkarit uretimine sahip suslara (B2, A13) kiyasla
besiortamindan daha fazla kolesteroli uzaklastirabildigi belirlenmis ve
en yuksek kolesterol gideriminin  (%31) %0,3’lik  safra
konsantrasyonunda B3 susu tarafindan gerceklestirildigi gozlenmistir.
Dinlenme halindeki ve cansiz hicreler tarafindan kolesterol giderim



miktarlar1 tespit edilmis ve bu oranlarin sirasiyla %4-14 ile %3-10
degerleri arasinda oldugu saptanmistir. Yiuksek oranda ekzopolisakkarit
uretimine sahip, safraya karsi direncli ve kolesterol gideriminde etkili
olan B3 susu secilerek tutuklama calismasinda kullaniimistir.
Tutuklanmis ve serbest hicreler tarafindan kolesterol giderimi
calisiimis ve tutuklanmis hiicrelerin serbest hiicrelere kiyasla kolesterol
gideriminde daha etkili oldugu tespit edilmistir. Kolesteroliin suslarin
ekzopolisakkarit Uretimleri Gzerine etkisi arastirilmis ve kolesteroliin
ekzopolisakkarit uretimini stimule ettigi saptanmigtir. Suslarin
taurokolik asit Uzerindeki dekonjugasyon aktiviteleri arastiriimis ve
bunlarin %15,0-35,5 degerleri arasinda oldugu saptanmistir.
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ABSTRACT

In this study, it has been targeted to determine the relationship between
exopolysaccharide production and cholesterol removal ratios, and bile
salt deconjugation activities of 5 strains of Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, isolated from hand-made yoghurt and selected
according to exopolysaccharide production capacity. Effect of
cholesterol and different bile concentrations on growth was tested. It
was found that cholesterol stimulated growth and according to
increasing bile concentrations from 0,0 to 0,3% viability of the strains
decreased. The viability of the strains was found between 0%-24% in
0,3% bile concentration. It has been studied influence of different bile
concentrations on cholesterol removal. It has been confirmed that
strains which produce high amount of exopolysaccharide (B3, ATCC
11842, G11) were able to remove much cholesterol from the medium
than those produce low amount of exopolysaccharide (B2, A13) and the
highest cholesterol removal (31%) was observed by strain B3 in 0,3%
bile concentration. It has been determined cholesterol removal by
resting and dead cells and it was found between 4-14% and 3-10%,
respectively. For immobilization study, B3 strain which produce high



vii

amount of exopolysaccharide, resistant to bile and effective in
cholesterol removal was selected. Cholesterol removal by immobilized
and free cells was studied and it has been determined that immobilized
cells were more effective. Influence of cholesterol on
exopolysaccharide production has been tested and it was found that
cholesterol stimulated production. Deconjugation activity of the strains
on taurocholic acid was studied and it was confirmed between 15,0-
35,5%.
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1. GIRIS

insan viicudu dinamik bir ekosistem olup, trilyonlarca mikroorganizmanin
konakg¢isi durumundadir. Bu mikroorganizmalar temelde faydali ve zararli
olmak Uzere iki gruba ayrilmaktadir. Saglikli bir konakgida bu iki grup dinamik
bir denge halinde olup faydali mikroorganizmalar baskin mikroflorayi
olusturmaktadir [1]. Yeni doganlar, vicutlarindaki yerlesik mikroflorayi
dncelikle dogum sirasinda, daha sonra ise gevrelerinden edinirler. GUnin0
tam olarak doldurmus bir sekilde diinyaya gelen bir canl, 6zellikle eger anne
sutlyle besleniyorsa, bu canlinin mikroflorasinin en baskin Gyeleri laktik asit
bakterileridir [2]. Bagirsaklarda yasayan tum bakterilerin ayri bir nigi olup, her
bir cinsin sayisi yaklasik olarak sabittir. Bagirsaklarin saglikli olarak
fonksiyon gdsterebilmesi icin intestinal ekosistemin dengesinin korunmasi
gerekmektedir [3]. intestinal ekosistemin fizyolojik dengesi hastalik, yaslilik,
stres, antibiyotik veya ila¢ kullanimi, diyet aligkanhklarinin degistiriimesi, iklim
kosullarinda meydana gelen degismeler ve cevresel toksik maddeler gibi
faktérlerden dogrudan veya dolayli olarak etkilenebilmektedir. intestinal
sistemin dengesinde meydana gelen bu dengesizlikler “disbiosis” olarak
adlandiriimaktadir. Disbiosisin tersi bir durum olarak, intestinal sistemde
bulunan faydali mikroorganizmalarin sistemin fizyolojik dengesine olumlu
yonde katkida bulunmasina “probiosis”, bu mikroorganizmalara da “probiyotik
mikroorganizmalar” denilmektedir [4].

Probiyotik mikroorganizmalar drettikleri maddeler yardimiyla gidalarin
sindirimine, vitamin Uretimine ve zararli mikroorganizmalarin neden oldugu
hastaliklarin dnlenmesine yardimci olarak dogal floranin dengesini korur. Bu
Ozelliklerinden dolay! son yillarda bu faydahl bakteriler, yogurt gibi fermente
sut drinlerine eklenerek, probiyotik Griin olarak piyasaya sunulmaktadir [5].

En cok kullanilan probiyotik laktik asit bakterileri bagirsaklarda canlihigini
surdurebilen laktobasiller ve bifidobakterilerdir. Bu gruba ait tdrlerin insan

saghgr Gzerindeki olumlu etkileri konusunda yapilan kapsamli g¢alismalar



bildirilmistir [6]. Bu yararl etkiler arasinda kandaki yuUksek kolesterol
seviyelerinin disUrdlmesi de yer almaktadir ve probiyotik bakterilerin bu
alanda kullanimi son yillarda énem kazanmistir. ilk kez Mann ve Spoerry
(1974) adli arastiricilar tarafindan laktobasiller ile fermente edilmis stln
insanlarda kolesterol dustrict etkilere sahip olabilecedini ortaya
konulmustur [7,8]. Bu tarihten itibaren bugline kadar bu konu Uzerinde cesitli
in vitro ve in vivo ¢alismalar yapiimis ve 6zellikle belirli Lactobacillus veya
Bifidobacterium trlerini igeren probiyotik trlnlerin kandaki ylksek kolesterol
seviyelerini azalttigi gdsterilmistir [9]. Dolayisiyla probiyotiklerin bu alanda
kullanimi konusunda yapilan arastirmalar giin gectikge artmaktadir.

Bu alanda buglne kadar yapilmis diger calismalardan farkli olarak, bu
calismada, yogurt ve sut kékenli laktik asit bakterilerinin, kolesterol giderimi
yetenekleri ile bakteriler tarafindan dretilen EPS arasindaki iliskinin tespit
edilmesi ve bu bakteriler tarafindan kolesterol gideriminde safra tuzu

dekonjugasyonu etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.

Bu calismada;

e EIl yapimi yogurtlardan izole edilip, tanimlanan Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus tirine ait suslarin gelisimi Gzerine kolesterolin ve farkli
safra konsantrasyonlarinin etkisinin arastiriimasi,

e Safranin kolesterol giderimi Gzerine etkisinin tespit edilmesi,

e Gelismekte olan, dinlenme halindeki ve cansiz hicreler tarafindan
kolesterol giderimi miktarinin belirlenmesi,

e Tutuklanmis ve serbest kultirler tarafindan kolesterol giderimi miktarinin
tespit edilmesi,

e Kolesterollin ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi Gzerine etkisinin belirlenmesi,
e Taurokolik asit (TCA) isimli safra tuzunun dekonjugasyon miktarinin

belirlenmesi amaglanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. insan Mikrobiyal Ekosistemi

intestinal sistemde, deride, tirogenital sistemde, adiz ve burun bosluklarinda,
kisacas! insan vicudunun dis ortamin etkisi altindaki ve bakterilerin hayatta
kalmasi i¢in uygun sartlara sahip olan her kisminda farkl grup ve tlrlere ait
cok sayida mikroorganizmadan meydana gelen bir mikroflora vardir. Bu
mikroflora Gyelerinin sayisinin 10'3-10' gibi rakamlara ulastigi tahmin
edilmektedir ki bu rakam toplam insan vicut hicrelerinin sayisindan fazladir.
Saglikh bir insanin sindirim kanall da c¢ok fazla sayida ve cesitteki
mikroorganizmadan meydana gelen kompleks bir ekosisteme sahiptir [11,
12]. insanlarin yerlesik florasinin ve sindirim kanalinin en énemli (yeleri
Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsine ait turlerdir [13]. Sindirim sisteminde

yaygin olarak bulunan mikroorganizmalar Cizelge 2.1’de verilmistir [4].

Gizelge 2. 1. Sindirim sisteminde yaygin olarak bulunan mikroorganizmalar

Sindirim sistemi boélgesi Baskin flora
Agiz boslugu Lactobacillus, Bacteroides, Veillonella,
Fusobacterium
Yutak Lactobacillus, Bacteroides, Veillonella
Fusobacterium
Mide Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus,
Fusobacterium
Duedonum Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus,
Veillonella, Eubacterium
Jejenum Enterococcus, Lactobacillus, Veillonella,
Eubacterium
ince bagirsak Enterococcus, Lactobacillus, Veillonella,
Eubacterium
Kor bagirsak Bifidobacterium. Bacteroides, E. coli,
Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus,
Fusobacterium
Kalin bagirsak Bifidobacterium. Bacteroides, E. coli,
Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus,
Fusobacterium
An(is Bifidobacterium. Bacteroides, E. coli,
Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus,
Fusobacterium




2.2. Lactobacillus Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Lactobacillus cinsi bakteriler, Lactobacillaceae familyasina ait olup Laktik asit
bakterileri grubundandir. Lactobacillus spp.’ler anaerobik, gram (+)
bakterilerdir ve spor olusturmazlar. Cogu Lactobacillus spp. basil ancak bazi
turleri koko-basil seklindedir. Bu mikroorganizmalar geligsebilmeleri i¢cin amino
asit, peptit, nikleik asit tlrevi vitamin, tuz, yag asidi veya yag asidi esterleri
ile fermente edebilecekleri besin maddelerine ihtiya¢ duyarlar [14].

Lactobacillus spp. suslarn 2-53°C’de (Optimum 30-40°C) gelisirler. Ayni
zamanda, bu bakteriler % 1-3 oraninda laktik asit olusturarak pH’yi 3,2-3,5’e
kadar dusurdrler. Bu nedenle aside dayaniklidirlar [15].

Turlerin ¢gogu mikroaerobiktir. Fakat anaerobik ortamda daha iyi kolonize
olurlar. Su ve toprakta hemen hemen hig rastlaniimayan bu bakterilere, cins
ve tlre goére degisim gdstererek sut ve sit Urlnleri calisma yerlerinde, bitki
ve bitki atiklarinda, insan ve diger canlilarin sindirim sistemlerinde
rastlanilabilir. Teknikte kullanilan Lactobacillus tlrleri hastaliklara sebep
olmazlar [16, 17]. Bununla birlikte bu bakteriler genellikle dis ve agiz, ayrica
akciger enfeksiyonlarinda patojenlerle karigik mikrofloradan, nadiren de idrar

yolu, kalp dis zari ve lokal enfeksiyonlardan da izole edilebilirler [15].

L. delbrueckii subsp. bulgaricus yodurt Uretiminde starter olarak kullanilan ve
probiyotik 6zelligine sahip yaygin bir laktik asit bakterisidir [18]. Literatirlerde
ilk kez 1904 yihnda yer alan bu bakteriye eski kitaplarda Bacterium
bulgaricum, Bacillus bulgaricus, Thermobacterium bulgaricum, Lactobacillus
bulgaricus isimleri ile de rastlamak mimkundir. Daha sonra bu isim degismis
ve bugln hem Lactobacillus bulgaricus hem de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus seklinde kullaniimaya baglanmistir [19].

Bu bakteriler 10-30 pum uzunlugunda 0,7-2 um kalinhginda, gubuk seklinde
tek tek veya zincirler seklinde bulunur. Geng bakteriler genellikle zincir



olusturmaz. Optimum olarak 40-45C'de faaliyet gdsterirler. 70°C’nin
Uzerindeki 1sitmalarda ortadan kalkarlar [19]. L. delbrueckii subsp. bulgaricus

tiriinin morfolojik gérintisid Resim 2.1’de verilmistir [20].

Resim 2. 1. L. delbrueckii subsp. bulgaricus tirinin morfolojik gérinttsi

Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp. en yaygin olarak kullanilan
probiyotik mikroorganizmalardir. Lactobacillus cinsine ait probiyotik kilttrler
arasinda L. delbrueckii subsp. bulgaricus tirinin yani sira Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus lactis ve Lactobacillus reuteri
thrlerine ait suglar; Bifidobacterium cinsine ait probiyotik kiltirler arasinda ise
Bifidobacterium  bifidum,  Bifidobacterium infantis,  Bifidobacterium
adolescentis, Bifidobacterium longum ve Bifidobacterium breve tirlerine ait
suslar yer almaktadir [18, 21]. Bu mikroorganizmalar laktoz intoleransinin
hafifletiimesi, bazi diyare tlrlerinin tedavi edilmesi, immin sistemin
kuvvetlendiriimesi, kanserin  6nlenmesi ve Kkolesterol seviyelerinin

dasUrtlmesi gibi probiyotik 6zelliklere sahiplerdir [21].
2.3. EPS (Ekzopolisakkaritler)
Lactobacillus cinsi bakteriler, metabolik faaliyetleri sonucu laktik asit, EPS,

hidrojen peroksit, asetaldehit, aseton, diasetil, etanol, asetoin gibi ¢ok ¢esitli
organik maddeler sentezlerler. Bu metabolitlerin Gretimi tlrden tire farklihk



gostermektedir. Uretilen metabolitin yapisi ve miktari onu dreten bakterinin
hangi alanda, ne amagla kullanilacagini da belirler [5, 19].

Laktik asit bakterileri de diger birgok bakteri gibi farkh 6zelliklerde polisakkarit
Uretme yetenegine sahiplerdir. Bu polisakkaritler hiicresel konumlarina gore
siniflandirihrlar.  Hdcre duvarinin  disina  salgilanan  polisakkaritlere
ekzopolisakkarit ya da kisaca “EPS” adi verilir [22]. Hicresel lokasyonlari,
kimyasal ve fiziksel yapi Ozellikleri ile fonksiyonlari esas alinarak mikrobiyal
ekzopolisakkaritleri G¢ ana grup altinda toplamak mumkinddr. Bunlar; hiicre
ylzeyine kovalent baglarla bagl olan kapsuler polisakkaritler (CPS), hiicre
duvarinin bir bileseni olan polisakkaritler (LPS) ve dis ¢cevreye salinan ya da
hicre yilzeyi ile kovalent olmayan, gevsek baglarla iliskilenmis
polisakkaritlerdir (LAM) [23, 24]. CPS ve LPS genellikle Uretici bakterilerin
patojenitesini belirleyen yapilar oldugundan, tibbi agidan blydk 6énem
tagsimaktadir. LAM’nin ise gida endistrisinde genis bir kullanim alani
bulunmaktadir. Ancak laktik asit bakterileri gibi Genel olarak glvenli
“Generally recognized as safe” (GRAS) seklinde tanimlanan
mikroorganizmalarda CPS ve LAM, Uretiminde rol aldiklari gidalara arzu

edilen 6zellikleri kazandirmaktadir [25 - 27].

EPS’ler seker veya seker tlrevlerinin dalli, tekrar eden birimlerinden olusan
uzun zincirli polisakkaritlerdir. Bu seker birimleri temel olarak farkl
oranlardaki glikoz, galaktoz ve ramnoz’dur. Mikrobiyal kultirlerden elde
edilen EPS’ler homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler olmak Uzere iki
grupta siniflandinlabilir. Homopolisakkaritler yalnizca tek tip monosakkaritin
(D-glukoz veya D-galaktoz) tekrar eden birimlerinden meydana gelirler.
Bunun aksine, laktik asit bakterilerinden elde edilen heteropolisakkaritlerin
tekrar eden birimleri arasinda ufak farkliliklar s6z konusudur [28].

Bakteriyel EPS’ler retici mikroorganizma tarafindan enerji kaynagi olarak
kullanilmazlar. Bu maddelerin, hicrenin dogal c¢evresindeki kuraklik,

fagositler ve protozoalar tarafindan sindirim, faj saldirilari, antibiyotikler veya



toksik bilesikler ve osmotik stres gibi faktérlere karsi koruyucu bir fonksiyonu
oldugu dusunilmektedir. EPS’ler ayrica hiicre tanimayi saglama, ylzeylere
yapisma ve cesitli ekosistemlerde kolonizasyonu kolaylastiran biyofilmlerin
olusturulmasinda da rol oynar. Laktik asit bakterileri tarafindan Gretilen
EPS’lerin oldukca karmasik olan ekolojik fonksiyonlari tam olarak
belirlenememistir ancak iglevlerinin farkli ortamlardaki hicre yapismasi ve
hicre korumasi ile alakali oldugu dustnulmektedir. Bu ekolojik
fonksiyonlarinin disinda laktik asit bakterileri tarafindan dretilen EPS’ler
cesitli fermente sut GrUnlerinin Gretiminde de teknolojik 6neme sahiplerdir
[22].

EPS dreten laktik asit bakterisi suslari yogurt, peynir, tereyagi, kefir ve
geleneksel fermente sit GrOnlerinin Uretiminde starter kaltlr suslan olarak
kullaniimaktadirlar [5]. Starter kulttrlerin EPS olusturma yetenekleri, Gretimde
kullanildiklar1 fermente sat Grlnlerinin yapisal, aromatik ve reolojik 6zellikleri
uzerinde belirgin bir sekilde etki etmektedir [29]. Ayrica laktik asit bakterileri
tarafindan dretilen EPS’lerin antitimoral, bagisiklik sistemini diizenleyici ve
kandaki kolesterol seviyelerini diguricu etkilerinin oldugu da kanitlanmistir
[28].

2.4. Probiyotikler

Probiyotik kelimesi Yunanca kdkenli olup, “yasam igin” anlamina gelmektedir.
Probiyotikler, tiketildiklerinde insan sagligi Gzerinde faydali etkileri olan, canh
mikrobiyal yiyecek katkilari olarak tanimlanmiglardir [30, 31].

Probiyotik kavrami, ilk olarak Bulgar koylUlerinin uzun ve saglikh
yasamlarinin kaynaginin fermente sit Urlnleriyle beslenmeleri oldugunu éne
strerek Nobel Odiilii kazanan Rus bilim adami Elie Metchnikoff tarafindan
1900’0 yillarda ortaya konulmustur. Elie Metchnikoff, fermantasyon
yetenegine sahip basiller ile (Lactobacillus) beslenmenin toksik mikrobiyal

aktiviteleri azaltarak, kolon mikroflorasini olumlu ydnde etkiledigini 6ne



surmustar. Boylece Metchnikoff'un teorisi ile “probiyotik” kavrami dogmustur
[32, 33]. Bu gelismeyi takiben, 1930’larda probiyotiklerin beslenme Uzerine
etkileri konusunda ilk klinik denemeler gerceklestiriimis; 1950’lerin sonlarinda
ise domuzlarda gérulen bir Escherichia coli enfeksiyonunun tedavisinde ilag
olarak kullanilmak Gzere Amerika Birlesik Devletleri Tarim Departmani
tarafindan probiyotik bir Grine lisans verilmis ve bdylece probiyotik kavrami
20. yOzyilin baslarinda hipotez olmaktan ¢ikmaya baglamistir. Ancak, “pro-
biyotik” teriminin kullanimi, cok daha sonra, “bagirsagin mikrobiyal dengesine
katkida bulunan organizma ve maddeler’i ifade etmek Uzere Parker
tarafindan dnerilmistir [32].

Probiyotiklerin, probiyotigi tlketen kiginin intestinal ekosistemi Uzerindeki
olumlu etkisi, Fuller tarafindan 1989 yilinda yapilan tanimlamada da
mevcuttur. Bu yazara gbére, “probiyotik, tlketicinin intestinal mikrobiyal
dengesini dizenlemek ya da desteklemek suretiyle, sagligi Gzerinde faydali
etkisi olan, canli mikrobiyal gida katkisi”dir [30, 33, 34].

2.5. Probiyotik Mikroorganizmalarda Bulunmasi Gereken Ozellikler

Mikroorganizmalarin probiyotik olarak segilmesini ve daha sonra bu suslarin

ticari olarak kullaniimasini saglayan bir takim kriterler mevcuttur [4, 35, 36].

Laktik asit bakterilerinin probiyotik olarak kullaniimalarini saglayan secim
kriterleri asagidaki sekilde 6zetlenebilir [32]:

e Toksik ve patojen olmama

¢ Mide ve ince bagirsak asidine tolerans

e Safratuzlarina direng

e Sindirim kanalinda veya Uregenital kanalda canli kalabilme ve Ureyebilme
e Antimikrobiyal madde Uretebilme

e Epitel ylzeylere yapisma



e Patojen bakterilerin tutunma ve kolonizasyonunu engelleme

¢ Kilinik olarak kanitlanmis ve belgelenmis saglik etkilerine sahip olma
e Ucuz kultivasyon

e YUksek yogunlukta Uretimde kolaylik

e Dondurularak kurutmada kararlihk

e Uretim siirecine dayaniklilik

e Uriin haline getirildikten sonra dayaniklilik [34, 35, 37].

2.6. Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar

Fermente gidalarin metabolizma Uzerindeki faydali etkileri ile saghkli yasam
arasindaki iliski Elie Metchnikoff'un ilk incelemelerine bagli olarak
gundmuizde hala dogrulugunu korumaktadir. Ancak, son yillarda probiyotikler
Uzerine yapilan arastirmalar, fermente sit Urlinlerinden izole edilen bakteriler
disinda bagirsak koékenli bakterilerin de bu &zelliklere sahip oldugunu
gOstermigtir [33].

Farkh cinslere ait birgok mikroorganizma probiyotik olarak kullaniimaktadir.
En yaygin olarak kullanilan suslar ise laktik asit bakterilerinin, enterokoklar,
laktobasiller ve Dbifidobakterileri kapsayan heterojen bir grubundan
olusmaktadir. Ozellikle laktobasiller probiyotik olarak kullanilan bakterilerin
basinda gelmektedir. Ancak artik ginimizde diger mikroorganizmalar da
probiyotikler arasina girmistir [36]. Laktik asit bakterileri disinda probiyotik
olarak kullanilan diger organizmalar arasinda Bacillus spp., mayalar (6rnegin
Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces boulardii) ve filamentdz
fungiler (6rnegin Aspergillus oryzae) yer almaktadir [32]. Probiyotik olarak

kullanilan mikroorganizmalar Cizelge 2.2'de verilmistir [30, 32, 36, 38].
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Gizelge 2. 2. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Laktik Asit Bakterileri Digerleri

Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp. Enterococcus spp. | Streptococcus spp. | Bacillus spp.

L. acidophilus B. bifidum Ent.faecalis S. cremoris Saccharomyces
cerevisiae

L. casei B. adolescentis Ent.faecium S. salivarus Saccharomyces
boulardii)

L. delbrueckii | B. animalis S. diacetylactis E. coli

subspp.

(bulgaricus)

L. cellobiosus B. infantis S. intermedius Propionibacterium
freudenreichii

L. curvatus B. thermophilum Aspergillus oryzae

L. fermentum B. longum

L. lactis

L. plantarum

L. reuteri

L. brevis

2.7. Probiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Probiyotiklerin etki mekanizmasina yoénelik calismalar, bagirsak florasinin
dizensizligiyle ortaya c¢ikan gastrointestinal sistemdeki bozukluklara

dayanarak yapiimaya baslanmistir [39].

Probiyotiklerin  konakglyr intestinal sistem bozukluklarina karsi nasil
korudugunu aciklamaya calisan bircok mekanizma bulunmaktadir. Ancak
yine de hangi patojenlere karsi hangi probiyotiklerin etkili oldugunun tam
olarak belirlenmesi i¢in daha fazla ¢alismanin yapilmasina gereksinim vardir.
Probiyotiklerin muhtemel etki mekanizmalar asagida maddeler halinde

6zetlenmistir.

Inhibe edici maddeler (ireterek: Probiyotikler gram pozitif ve gram negatif
mikroorganizmalar Uzerinde etkili bircok madde uretmektedir. Bunlardan
bazilari laktik asit, hidrojen peroksit, bakteriosin ve bakteriosin benzeri
maddelerdir [40].
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Tutunma bdlgelerini bloke ederek: Probiyotikler tutunma bdlgeleri igin
patojenler ile rekabete girerek, intestinal sisteme yerlesmelerini
engellemektedir [41].

Besin maddeleri igcin rekabet. Probiyotikler patojenler icin de gerekli olan
besin maddelerini tlketerek, onlarin sistemde uzun slire kalmasini

engellemektedir [42].

Toksin resépterlerinin yikimi: Bu mekanizma hayvanlarda S. boulardirnin
intestinal mukozada bulunan Clostridium difficile'nin toksin resdpterlerini

parcalayarak konakglyl korumasi nedeniyle ortaya atiimistir [42].

Bagisiklik  sistemini  gldclendirmesi: Son yillarda yapilan c¢alismalar
probiyotiklerin spesifik ve spesifik olmayan bagisiklk sistemini glclendirerek

intestinal hastaliklara kargi konakglyl korudugunu ortaya koymustur [4, 43].

2.8. Probiyotik Mikroorganizmalarin insan Saghg: Uzerine Etkileri

intestinal floradaki bakterilerin saglik agisindan énemleri gliniimiizde daha iyi
anlasiimis durumdadir. Bu baglamda yapilan arastirmalar saglikl bir yagsam
strmek, vucut direncini artirmak, intestinal duzensizliklerle ve hastaliklarla
mulcadele etmek icin probiyotik Grin tlketimini 6nermektedir [44, 45].

Probiyotiklerin insan saghgi Gzerine olumlu etkileri agagida siralanmigtir:

2.8.1. Bagirsak sistemi rahatsizliklar Gizerindeki etkileri

Probiyotiklerin en fazla kullanildigi alanlardan biri antibiyotik kaynakh
diyaredir. Bunun yani sira ¢gocuklarda gérulen diyarenin, C. difficale ile alakah
enfeksiyonlarin ve bagirsaklarda Candidanin asin gelistigi durumlarin
tedavisinde de probiyotiklerden faydalaniimaktadir [3]. Saccharomyces,
Lactobacillus, Bifidobacterium ve Streptococcus bu tedavilerde kullanilan

probiyotik cinslerinden bazilaridir [5].
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2.8.2. Mide Uzerindeki etkileri

Yapilan in vivo ve in vitro calismalarda bazi laktik asit bakterilerinin, kronik
gastrit, mide ve onikiparmak bagirsagi Ulseri hatta mide kanserinin énemli
etkenlerinden biri olan Helicobacter pyloriye antogonistik etki yaptigl rapor
edilmistir. Ozellikle Lactobacillus cinsi tirlerinde dretilen laktik asit ve
bakteriosin gibi metabolitlere bagh olarak H. pylorinin Ureaz aktivitesinin
6nemli derecede azaldigi belirlenmistir [5].

2.8.3. Laktoz intoleransi Gzerindeki etkileri

L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus bakterilerinin
laktoz intoleransina sahip hastalarda laktozu fermente ederek sindirimi
kolaylastirdigi ve probiyotik olarak kullanilabilecegi bildiriimistir [36, 46].
2.8.4. Antikanserojenik etkileri

Probiyotiklerin kanser olusumu riskini azalttig1 birgok arastirmaci tarafindan
ortaya konulmustur [47]. Probiyotikler mutajenleri baglamak, karsinojenlerin
aktivitesini engellemek ve bagisiklik sistemini glclendirmek suretiyle 6zellikle
bagirsak kanserini dizenleyici etki gostermektedirler [48].

2.8.5. Antimikrobiyal etkisi

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkisi; bagirsak patojenlerine karsi
olusturulan antogonistik etkide rol oynayan laktik asit, H,O» ve antibiyotik
benzeri maddeler Uretmelerinden kaynaklanmaktadir [5].

2.8.6. Bagisiklik sistemine etkisi

Probiyotik bakterilerin endojen savunma mekanizmasini arttirdigr ileri

surilmektedir. Probiyotiklerin  bu etkinliklerini fagositik aktivite, sitokin
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salinimi, dogal éldirtcu hicre aktivitesi, imminoglobulin aktivitesi (IgA, IgG,
IgM), T ve B hicre fonksiyonunu arttirarak gosterdigi ileri strtlmektedir [5,
47].

2.8.7. Vitamin metabolizmasini iyilestirme etkisi

Probiyotik bakterilerin bagirsak florasinda yeterli sayida bulunduklarinda
vitamin sentezledikleri belirtiimigtir. Bu bakterilerin Urettigi vitaminlerin en

6nemlileri, tiamin (B1), riboflavin (By), pridoksin (Bs) ve naftokinin (K)'dir [5].

2.8.8. Diger olumlu etkiler

Bu olumlu etkilerin yani sira probiyotik 6zellige sahip bakterilerin iltihabi ve
alerjik reaksiyonlar, Urogenital enfeksiyonlar, bébrek rahatsizliklari, karaciger
rahatsizliklar, idrar yolu enfeksiyonlari, zehirlenme ve deri saghgi Uzerine de

faydali etkilerinin oldugu bildirilmistir [37, 49].

2.8.9. Kolesterol dustriicu etkisi

YUksek kolesterol ile baglantili olan kalp-damar hastaliklari, batili Glkelerdeki
en O6nemli 6lim nedenlerinden biridir. Bu sebeple, serum kolesterol
seviyelerinin dusurilmesi, 6zellikle kalp-damar hastaliklarinin énlenmesi
bakimindan blylk dnem tagimaktadir [50]. Bugline kadar gerceklestirilen
cesitli calismalar, bagirsaktaki L. acidophilus, B. bifidum ve L. bulgaricus
bakterilerinin  kolesterol seviyelerini belirgin bir sekilde dustrdiguni
gOstermistir  [51]. Laktik asit bakterileri tarafindan serum Kkolesterol
konsantrasyonlarinin azaltiimasi (zerine yapilan bazi calismalarda elde
edilen olumlu sonuglar, probiyotiklerin kolesterol dusurtct 6zelliklerine karsi
duyulan ilgiyi daha da artirmistir [52]. Probiyotiklerin kolesterol
konsantrasyonunu azaltabilmelerini saglayan mekanizma tam olarak
belirlenememekle birlikte, bu konuda cesitli mekanizmalar éne strGlmustar
[53].
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2.9. Kolesterol Metabolizmasi

Lipitlerin ayri ve 6zellesmis bir tipi olan kolesterol, yagsam icin mutlaka gerekli
olan bir maddedir [54]. Kolesterol insanlardaki en yaygin steroldir ve vicutta
belirli sayida, bir grup isleve sahiptir. Ornegin, kolesterol bitiin hiicre
zarlarinin bir bilesenidir ve safra tuzlari, steroid hormonlar ve D vitamininin
6ncll maddesidir. Vicudun belli basli dokularina sdrekli kolesterol
saglanmasi 6nemlidir. Bu gereksinimi karsilamak Gzere bir seri kompleks
tasima, biyosentetik ve dlzenleyici mekanizmalar gelismistir. Karaciger,
vUcudun Kolesterol dengesinin dizenlenmesinde merkezi bir role sahiptir

[55]. Kolesterolln yapisi Sekil 2.1°de gdsterilmistir [56].

HgC\ Hz

Mg CH-’\:;{“\

H

2
2 H3
CHg Ha

HO
Sekil 2. 1. Kolesterolln yapisi

Kolesterol, genellikle beslenme yoluyla disaridan alinmasina ragmen, aslinda
vicut, ihtiya¢ duyulan tim kolesteroll Uretebilme kabiliyetindedir. Kolesterol
karacigerdeki kolesterol havuzuna bazi kaynaklardan gelir: Bunlar; diyetle
alinan Kkolesterol, ekstrahepatik dokularda sentezlenen kolesterol ve
karacigerde de novo sentez sonucu olusan kolesteroldir. Kolesterol esasen,
karaciger ve bagirsaklarda, yag, protein ve karbonhidrat pargalarindan
sentezlenir [51, 55, 57]. Karaciger kolesterolinin kaynaklari ve kolesterolin
karacigerden ayrilma yollarn Sekil 2.2°de gosterilmistir [55].
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Karaciger kolesteroltnin ana kaynaklari

I~

—

Diyetle alinan kolesterol Ekstrahepatik dokularda

Karacigerde de novo sentez sentezlenen kolesterol

Silomikron kalintilar 1 HDL
HDL ve VLDL’nin salgilanmasi 1 Safra asitlerine\tuzlarina déntsiim
Safraya salgilanilan serbest kolesterol
SN— _—

—
Kolesterollin karacigerden ayrilirken izledigi yol

Sekil 2.2. Karaciger kolesterolinin kaynaklari ve kolesteroliin karacigerden
ayrilma yollari

Vicuttaki kolesterollin yarisindan ¢ok az bir kismi de novo biyosentez yoluyla
elde edilir. GUnlUk kolesterol sentezinin yaklasik olarak %10’u karacigerde,
%15’i ise bagirsaklarda gercgeklesir [58]. Kolesterol sentezi, hem sitozol hem
de endoplazmik retikulumda bulunan enzimlerle birlikte sitozolde meydana
gelir. Farkl insan populasyonlarinin diyetlerindeki kolesterolin miktari ¢ok
degiskendir, hatta ayni kiside bile kolesterol alim miktari ginden glne
anlamli olarak degisebilir. Bu ylzden, vicuttaki kolesterol sentez hizini,
kolesterol atihm hizina kargl dengelemek icin dizenleyici mekanizmalar
mevcut olmalidir. Bu dizenlemede bir dengesizlik, dolagsimdaki kolesterol
dlzeyinin artmasina, bu da koroner arter hastalgr olasiligina yol acarken,
kolesterollin safraya asiri salgilanmasi ise kolesterolin safra kesesinde ve

safra kanalinda ¢cokmesine neden olabilmektedir [55].
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Yaglar, proteinler ve karbonhidratlardan farkli olarak kolesterol, enerji elde
edilmesinde kullanilamaz. Diger bir deyisle, kolesterolin halka yapisi
insanlarda H>O ve COze metabolize edilemez. Az miktardaki kolesterol,
hormonlarin ve D vitaminin yapiminda kullanilir. Ancak, kolesterolden Uretilen
en 6nemli OrGnler safra asitleridir [54, 55]. Kolesterol daha ziyade, butln

sterol halkasi olarak vlcuttan su sekillerde atilir:

1. Fecesle atilan safra asitlerine donasur,
2. Safra icine salgilanir, bdylece kolesterol atilmak Uzere bagirsaga tasinir
[55].

Bagirsaktaki kolesteroliin bir kismi atilmadan 6énce bagirsaktaki bakteriler
tarafindan degistirilir. Bu sekilde olusan baslica bilesikler, kolesterolin
indirgenmis tdrevleri olan koprostanol ve kolestanolddr. Bu Ug bilesik birlikte
notral digki sterollerini olustururlar [55]. Koprostanol ve kolestanoliin molekil
formulleri Sekil 2.3’te verilmigtir [55].

. C

B konurmu konumu

Koprostanol Kolestanol

Sekil 2.3. Koprostanol ve Kolestanol’lin yapisi



17

2.9.1. Kandaki kolesterol seviyesinin 6nemi

Kan dolasimindaki kolesterol miktari arttiginda fazla kolesterol, kalbi
besleyen damarlarin duvarlarinda birikmeye baglar. Kolesterol, damar
duvarinda birikerek ateroskleroz ya da damar sertligi denilen damar yapisi
serlesmesine neden olur. Kolesterol birikintileri koroner damari giderek
daraltir ve kalbin beslenmesi igin gerekli olan kanin ve oksijenin kalbe
ulagsmasina engel olur. ihtiyacindan ¢ok daha az oksijen alan kalp kasi
glgsizlesir ve g6gis agrisi olusur. Kolesterol nedeni ile daralmis ve yapisi
bozulmus koroner damarda bu daralmanin Uzerine pihtt olusumu da
eklenirse kalp krizi hatta 6lum ortaya cikabilir. BObrek damarlarinda
kolesterol birikimi ise, ylksek tansiyon ve bdbrek yetmezligine neden olabilir.
Kolesterolin damar duvarinda birikimi yavas gelisen bir olaydir. Eger kan
kolesterol dizeyi dusUrillebilirse,  kolesterol birikmesini yavasglatilabilir,
durdurulabilir, hatta olusmus olan birikintiler azaltilabilir ve dolayisi ile kalp
hastalgi ve 6lum riski de azaltilmig olur [51]. Sekil 2.4.’te kolesterolln arter

duvarinda birikme asamalari gésterilmigtir [59].

Arter duvari

Yaf tabakas)

Sekil 2.4. Kolesterolln arter duvarinda birikme agsamalari

Kolesterol kanda lipoprotein adi verilen paketlerin iginde tasindigi igin
lipoprotein tdrleri kalp hastaligi riskini etkileyebilir. Kandaki kolesterolin
¢cogunu disuk yogunluklu lipoproteinler (LDL) tasir. LDL'de taginan kolesterol
ve yag, damarlari tikayan tehlikeli birikintilerin ana kaynagidir. Kan
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dolasiminda ne kadar yiuksek oranda LDL bulunuyorsa kalp hastaligina
yakalanma riski de o kadar yUksektir. Yiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL)
kandaki kolesterollin bir miktarini tasir ancak bu kolesterol karacigere tasinir
ve vlcuttan dolayisi ile damarlardan uzaklagtirilir. Eger iyi kolesterol dizeyi

disuk ise kalp hastaligina yakalanma riski yiksek olacaktir [54].

2.9.2. Kolesterol dengesinde safra asitlerinin rolu

Vicuttaki kolesterol yikiminin  blylk kismi karacigerdeki safra asidi
senteziyle olur. insanlarda her giin yaklasik olarak 500 mg kolesterol safra
asitlerine doénusturalir ve safra iginde uzaklastirilir. Fazla kolesterolin bu
sekilde vicuttan atilmasi buyuk olasilikla tim hayvanlar igin, 6zellikle de asiri
miktarda kolesterol ile beslenildigi durumlarda 6nemlidir. Ayrica, safra
asitlerinin, kolesterol metabolizmasina katilarak, kolesterol biyosentezindeki
hiz belirleyici enzimin transkripsiyonunu degistiren hormonlar gibi fonksiyon

gOsterdikleri de belirlenmigtir [60].

KolesterolGin, vicuttan atiimasi igin izlenen en 6nemli yol safra igerisine
salgilanmasidir. Serbest kolesterol, sulu c¢dzeltilerde neredeyse hig
¢bzinmez, fakat safrada, safra asitleri ve lesitin gibi lipitler vasitasiyla

¢6zunebilir hale gelir [61].

2.9.3. Safra asitleri ve safra tuzlari

Safra organik (safra tuzlari, kolesterol, fosfolipitler, bilirubin) ve inorganik (su,
elektrolitler) bilesiklerin sulu bir karisimindan olusur [55, 59]. Fosfatidilkolin
(lesitin), ve safra tuzlari nicelik olarak safranin en énemli bilesenleridir. Safra,
ya dogrudan safra kanal yoluyla karacigerden onikiparmak bagirsagina
gecer ya da sindirim igcin hemen gereksinim yoksa safra kesesinde
depolanabilir. En ¢ok bulunan safra asitleri kolik asit ve kenodeoksikolik asittir
[55].
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Safra asitleri, amfipatiktirler. Bu ylzden, moleklller hem polar, hem de
nonpolar bir ylize sahiptir ve bagirsakta yaglan ¢6zici ajanlar olarak islev
gorebilirler. Boylece diyetle alinan trasilgliserol ve diger kompleks lipitlerin,

pankreasin sindirim enzimleri tarafindan yikilmasi igin yardimci olurlar [55].

Safra asitleri karacigerde cok basamakli bir metabolik yol tarafindan sentez
edilirler. Olusan bilesikler “primer” safra asitleri olarak adlandirilan kolik asit
ve kenodeoksikolik asittir. Safra asitleri karacigerden ayrilmadan 6nce bir
molekul glisin ya da taurin amino asitleri ile konjuge edilir. Konjugasyon, safra
asidinin karboksil grubu ile eklenen bilesigin amino grubu arasinda olusan
amid bag! tarafindan saglanir. Olusan bu yeni bilesikler safra tuzlari olarak
adlandirilirlar. Bunlar, glikokolik asit, glikokenodeoksikolik asit, taurokolik asit
ve taurokenodeoksikolik asittir [55]. Primer safra asitleri olan kolik asit ve
kenodeoksikolik asitlerin sentezi Sekil 2.5'te gdsterilmistir [58].

17 NADP*

NADPH + H*
OO
°° To-hidroksilaz
HO™ 5% N

HO OH
Kolesterol NADPH + H* 7-Hidroksikolesterol
rs
2 CoA-SH NADPH + H*
o ara 0,
Propiyonil-FoA basamaklar ? CoASH
OH

?75760,5\ Propiyonil-KoA
HG & CH C—S—CoA

0]

Kolil-KoA
HO OH
H

Kenodeoksikolil-KoA

Sekil 2.5. Primer safra asitleri olan kolik asit ve kenodeoksikolik asitlerin
sentezi

Safra tuzlari artmis amfipatik 6zelliklerinden dolayi safra asitlerinden daha

etkili deterjanlardir. Bu ylzden, sadece konjuge formlari (yani safra tuzlari)
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safrada bulunur [55]. Sekil 2.6'da sirasiyla, glisin ve taurin amino asitleri ile

konjuge olmus safra asitleri (safra tuzlar) gosterilmigtir [58].

OH H OH H
| |
(E—N—CH;COOH (I:I—N—(CHg)g—SO3H
o)

HO CH HO OH

Glikokolik asit Taurokolik asit

Sekil 2.6. Glisin ve taurin amino asitleri ile konjuge olmus safra asitleri (Safra
Tuzlar)

Enterococcus, Bifidobacterium, Fusobacterium, Clostridium, Bacteroides ve
Lactobacillus gibi bagirsak bakterileri safra tuzlarindan glisin ve taurini
ayirabilirler. Bu olaya “dekonjugasyon” adi verilir. Ayrica, primer safra
asitlerinin bir kismini bir hidroksil grubu ¢ikararak sekonder safra asitlerine
dénadstirebilirler. Bdylece kolik asitten deoksikolik asit, kenodeoksikolik
asitten de litokolik asit olugur [55].

2.9.4. Enterohepatik dolagim

Bagirsaga salgilanan safra tuzlari etkin bir sekilde yeniden absorbe edilirler
ve yeniden kullanilirlar. Primer ve sekonder safra tuzlarinin ve safra
asitlerinin  karisimi aktif transport ile o6ncelikle ileumda absorbe edilir.
Bagdirsak mukoza huUcrelerinden portal kana aktif olarak tasinirlar ve
karaciger parenkim htcreleri tarafindan etkin bir sekilde alinirlar. Karaciger
hem primer hem de sekonder safra asitlerini glisin veya taurin ile konjuge
ederek safra tuzlarina dénugsturlr ve bdylece safraya salgilanmak igin hazir
hale gelirler. Safra tuzlarinin safraya devaml salgilanma iglemi, duedonuma
gecisleri (bazilan burada safra asitlerine dénisir) ve karacigere safra asitleri
ve tuzlarinin bir karisimi olarak daha sonraki geri déntsimin hepsine birden
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“enterohepatik dolasim” denir [55]. Safra tuzlari ve safra asitlerinin
enterohepatik dolasimi Sekil 2.7°de verilmistir [55].
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Sekil 2. 7. Safra tuzlan ve safra asitlerinin enterohepatik dolagimi

Her gin 15-30g kadar safra tuzu karacigerden duedonoma salgilanir ve
sadece gunlik olarak 0,5¢g’I fecesle kaybedilir. Karaciger tarafindan hergin

yaklasik olarak 0,5g safra asidi kaybolan miktarin yerine yapihr [55].

2.10. Probiyotiklerin Kolesterol Konsantrasyonunu Disirmesini
Saglayan Olasi Mekanizmalar

Kolesterol tim vicut dokular igin temel bir yapitasi oldugu halde, kandaki
kolesterol seviyesinin ylksek olmasi, koroner kalp hastaliginin en énemli risk
faktérlerinden biridir. Kan kolesterol seviyelerini disldrmek icin uygulanan en
son yontemler arasinda, perhiz uygulamasi, dizenli egzersiz ve ilag tedavisi
yer almaktadir. Tedavide kullanilan gesitli farmakolojik ajanlar ile yuksek
kolesterol seviyelerini etkili bir sekilde disirmek mimkindlr, ancak bu

ilaglar pahali olmalarinin yani sira bir takim yan etkilere de sahiplerdir [62].
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Son yillarda, kandaki ylksek kolesterol seviyelerinin dislrtlmesi i¢in perhiz
uygulamalarinda yeni yaklasimlar s6z konusudur. Bu uygulamalar arasinda,
probiyotik bakterilerin kullanimi da ©6nemli bir yere sahiptir. Probiyotik
bakteriler ile fermente edilmis st Grtnlerinin kan lipitleri Gzerine olan etkileri
ile ilgili ilk kayit, ginimuzden yaklasik olarak 30 yil dncesine dayanmaktadir.
Bu tarihten itibaren bugiine kadar bu konu Gzerinde birgok in vitro ve in vivo
calisma yapilmis ve Ozellikle belirli Lactobacillus veya Bifidobacterium
tarlerini iceren probiyotik Grtnlerin kandaki ylksek kolesterol seviyelerini
azalttigr goésterilmistir [9]. Dolayisiyla probiyotiklerin bu alanda kullanimina
kars! olan ilgi giin gectikgce artmaktadir.

Laktik asit bakterilerinin kolesterol district fonksiyonunun mekanizmasini
aciklayabilmek icin ¢esitli arastirmalar yapiimig ve iki temel mekanizma éne

sUrdlmastar:

1. Diyetle alinan kolesterolin bagirsaklardan emiliminin azaltiimasi

2. Safra tuzlarinin dekonjugasyonu [8].

2.10.1. Diyetle alinan kolesteroliin bagirsaklardan emiliminin azaltiimasi
Kolesterolliin bagirsaklardan emiliminin, bakteriler tarafindan azaltilmasi ve
bu suretle, kolesterolin feges yoluyla atiiminin artmasinin da cesitli
mekanizmalarla gergeklesebilecegi distnilmektedir. Olasi bu mekanizmalar

asagida siralanmistir.

Kolesterollin asimilasyonu

Laktobasiller ve bifidobakteriler ile yapilan cesitli deneyler, bu bakterilerin
belirli suslarinin, safra tuzlar varhiginda, kolesteroli asimile edebilme

yetenegdine sahip oldugunu kanitlamigtir.
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Gilliland ve arkadaslari, 1985 yilinda yaptiklari bir in vitro calismada, belirli L.
acidophilus suslarinin anaerobik kosullar altinda ve safra varliginda,
besiyerindeki kolesterol miktarini azaltabildigini géstermislerdir. Bu kosullar,
bagirsaklarda mevcut kosullar ile ayni oldugu igin, yazarlar, bu olayin, diyetle
alinan kolesterolin en azindan bir kisminin  kana karismasini
engelleyebilecedi sonucuna varmiglardir. Ancak, safra varliginda gelisme ve
besiyerindeki kolesteroll uzaklastirabilme kabiliyeti suslara bagl olarak
farklilik gostermistir [63].

Gillland ve arkadaslari, bu calismayi, domuzlar Uzerinde in vivo olarak da
gergeklestirmistir. Hayvan modeli olarak domuzlarin secilme sebebi, bu
hayvanlarin sindirim sistemlerinin, kan damarlarin dagihminin ve damar
sertligi karakterlerinin insanlara olan benzerligidir. Calismanin sonuglari,
yUksek oranda yag iceren bir diyetle beslenen domuzlarin, safra varhginda
kolesterolU asimile etme yetenedine bagli olarak secilen L. acidophilus RP32
susu ile beslenmesinin, serum kolesterol seviyelerinde belirgin bir digtse yol
actigini gbstermistir. Bu etkinin temelinde yatan mekanizma, L. acidophilus

susunun kolesteroll asimile etmesine baglanmistir [63].

Kolesterollin bakterinin _hicre duvarina baglanmasi veya hiicre zarinin

yapisina katilmasi

L. acidophilus ATTC 43121 susu tarafindan Kkolesterol asimilasyonunu
kanitlamak igin yapilan bagka bir calisma ise Noh ve arkadaslari tarafindan
gerceklestiriimistir. Bu yazarlar bu sus tarafindan asimile edilen kolesteroliin
metabolik olarak parcalanmadigini, besiyerinden alinan kolesterolin buylk
kisminin, hicrelerden tekrar geri kazanilabildigini bildirmiglerdir. Arastiricilar,
kolesterol miselleri ve safra tuzlarinin varliginda gelistirilen htcrelerin, bunlar
olmaksizin gelistirilen hlcrelere kiyasla sonikasyon ile pargalanmaya karsi
daha dayanikh oldugunu gdzlemlemislerdir. Hicrelerin sonikasyona karsi

daha direngli hale gelmesinin, hicre duvari veya zarinin besiyerindeki
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kolesterol ile degisiklige ugramasindan kaynaklandidini éne surmaslerdir
[64].

1999 yilinda, Usman ve Hosono tarafindan yapilan bir in vitro ¢calismada, test
edilen 28 Lactobacillus gasseri susunun, safra iceren besiyerindeki
kolesteroll baglama yetenedi acgisindan belirgin farkliliklara sahip oldugu
g6zlenmistir. Daha énceki ¢alismalarda, L. acidophilus’'un kolesterol Gzerine
olan etkisi, hlcreler, belirli bir miktarda safra tuzu ve kolesterol iceren
besiyerinde gelistirilerek incelendiyse de, Usman ve Hosono’'nun calismasi,
hiicrelerin, kolesteroll baglama yetenegdi Gzerine yogunlagsmistir. Arastiricilar
28 susun tamaminin kolesteroll baglama yetenegine sahip oldugunu, ancak
kolesterol baglama kabiliyetinin suglara baglh olarak degisiklik gésterdigini
saptamiglardir. Bu farkhligin, bakteri hicre duvarindaki peptidoglikanlarin

kimyasal ve yapisal farkhhgi ile alakall olabilecegdi 6ne suriImustar [65].

Nakajima H. ve arkadaslarinin 1992 vyilinda yaptiklari bir c¢alismada,
ekzopolisakkarit (EPS) Ureten ve Uretmeyen iki L. lactis subsp. cremoris
susunun kolesteroll baglama yetenekleri test edilmis ve sonucta
ekzopolisakkarit Greten susun, Uretmeyen diger susa kiyasla daha fazla
kolesteroll baglayabildigi gdsterilmistir. Bu arastiricilar, hlcreler tarafindan
dretilen EPS miktarinin yiksek olmasi durumunda, bu polisakkaritlerin diyetle
alinan lifli gidalara benzer bir etki gdsterebilecegini ve bu suretle
kolesterolin, bakteriler tarafindan Uretilen EPS’ye baglanarak fegesle atilan
kolesterol miktarinin artabilecegini, ve bdylece bagirsaklardan emilerek kana
karisan kolesterol miktarinda azalma meydana gelebilecegini 6ne
strmuglerdir [66].

Kolesterollin koprostanol’e dénistirilmesi

Bifidobacterium spp., L. acidophilus ve Eubacterium coprostanoligenes gibi
cesitli bagirsak bakterileri kolesterol rediktaz olarak adlandirilan ve

kolesterolin koprostanol molekliline ddénismesini saglayan bir enzime
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sahiplerdir. Koprostanol molekili bagirsaklardan ¢ok az emilir ve bdylece
koprostanol sekline dénuUstirilen kolesterol, kana karismak yerine, feces
yoluyla vicuttan uzaklastiriimis olur. Dolayisiyla da kandaki kolesterol diizeyi
azalir [67, 68].

2.10.2. Safra tuzlarinin dekonjugasyonu

Bagirsak mikroorganizmalari tarafindan safra tuzlarinin dekonjugasyona
ugramasli, serum kolesterol seviyelerinin dusirilmesi bakimindan ¢ok
dnemlidir [69].

Kolesterol, karacigerde sentezlenen primer safra asitlerinin éncil maddesidir.
Safra asitleri, karacigerde Uretildikten sonra, glisin veya taurin amino asitleri
ile birlestirilerek, safra kesesinde, konjuge safra tuzlari seklinde depo edilir ve
sindirim kanalina salgilanmak Gzere burada bekletilirler. Konjuge safra tuzlari
ince bagirsaga, besinlerle alinan yaglarin, Kkolesterolin, hidrofobik
vitaminlerin ve yagda ¢6zinen diger bilesiklerin emiliminde yardimci olmak
Uzere salgilanirlar. Konjuge safra tuzlarinin %97’si ince bagirsakta geri
emilerek enterohepatik déngu ile karacigere geri déner. Safra tuzlarinin cok
az bir kismi ise geri emilmeyerek, serbest safra asitleri seklinde feces
vasitasiyla vicuttan atilir [69].

Dekonjugasyon reaksiyonu, Enterococcus, Bifidobacterium, Fusobacterium,
Clostridium, Bacteroides ve Lactobacillus cinslerinin de dahil oldugu birtakim
bagirsak bakterileri tarafindan Uretilen safra tuzu hidrolaz (BSH) enziminin
faaliyeti ile, glisin veya taurin ile konjuge olmus safra asitlerinden olusan
safra tuzlarinin, amino asit kokl ve serbest safra asidine hidroliz olmasidir
[58, 70]. Serbest safra asitleri, konjuge safra tuzlarina kiyasla daha az

¢6zunur 6zelliktedir ve bagirsak kanalindan daha az emilirler [69].

Safra asitlerinin dekonjugasyonunun;
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1. Kolesteroliin bagirsak kanalindan daha az emilmesine yol agcmak,

2. Enterohepatik ddnguyle karacigere dénen safra asidi miktarini azaltarak,
karacigerdeki safra asidi Gretimini artirmak,

3. Bagirsaklarda meydana gelen asidik ortamda kolesteroliin serbest safra
asitleriyle c¢bkelmesini saglamak suretiyle serum kolesterol seviyelerinin

azalmasina yardimci oldugu distnutlmektedir [69].

Serbest safra asitlerinin deterjan etkisi, konjuge safra tuzlarindan daha az
oldugundan, dekonjuge olmus (serbest) safra asitleri, lipitlerin ¢6ziinmesinde
ve kolesterolin emiliminde, konjuge safra tuzlari kadar iyi fonksiyon
gOsteremezler. Bu sebeple safra tuzu dekonjugasyonunun, Kkolesterollin
¢6zanurltguna, dolayisiyla bagirsaklardan emilimini azalttig
disunilmektedir. Boylece besinlerle alinan ve safra yoluyla bagirsaga ulasan
kolesteroliin emilerek kana karisma oraninin azaldigi tahmin edilmektedir
[65, 71, 72].

Dekonjuge olmus (serbest) safra asitlerinin ¢ézlUntrligu daha azdir ve bunlar
badirsak kanalindan konjuge safra tuzlarina kiyasla daha az emilirler. Bu
sebeple, ince bagirsakta, safra tuzlarinin dekonjugasyonu, bagirsak
kanalindan daha fazla safra asidinin atilmasina yol acar. Ozellikle serbest
safra asitleri, konjuge safra tuzlarina gére bagirsaklardan ¢ok daha fazla
atilirlar. Serbest safra asitleri, bakteri hiicrelerine ve besinlerle alinan liflere
baglanmak suretiyle de fekal yolla vicuttan daha ¢ok atilirlar [71]. Piegon R.
M. ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alisma, serbest safra asitlerinin
bakteri hicrelerine baglanmasinda, laktik asit bakterileri tarafindan dretilen
ekzopolisakkaritler (EPS)’in de etkili oldugunu; bu polimerlerin safra asitlerini
veya Kolesteroli baglayarak, bunlarin bagirsaklardan emiliminde, bitki
kaynakh polisakkaritler veya lifli gidalarin mekanizmasina benzer bir yolla

vucuttan uzaklagtiriimalarina yardimci olduklarini géstermistir [8].

Safra asitlerinin atihminda meydana gelen artis, dolayli olarak serum

kolesterol seviyelerinde bir azalmaya sebep olur. Bu ise sbyle gergeklesir:
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Dekonjuge olmus yani serbest safra asitlerinin bagirsaklardan az emilmesi ve
bunlarin atiliminin daha fazla olusu nedeniyle enterohepatik sirkilasyon
vasitasiyla karacigere donen safra asidi miktarinda meydana gelen bu eksigi
tamamlamak icin, karaciger, vucuttaki mevcut kolesterolt kullanarak daha
cok safra asidi sentezler. Bdylece, daha fazla safra asidinin Uretilmesi igin,
safra asitlerinin 6ncul maddesi olan kolesterolin kullanimi artar ve dolayisiyla

serum kolesterol seviyesinde bir azalma meydana gelir [9].

L. acidophilus ve B. bifidum tarafindan kolesterol asimilasyonu mekanizmasi
Klaver ve Van Der Meer (1993) adl arastiricilar tarafindan da caligiimistir.
Bu yazarlar, safra tuzu iceren besiyerindeki kolesterol miktarinin azalgini,
kolesterolin bakteri tarafindan alinmasina degil, safra tuzlarinin dekonjuge
olmasiyla meydana gelen asidik ortamda, kolesteroliin serbest safra
asitleriyle cokelmesine baglamiglardir [73].

Tahri ve arkadaslari kolesterolln asimilasyon veya serbest safra asitleriyle
cokelmesi mekanizmasini Bifidobacterium tlrlerini kullanarak caligmiglardir.
Bu arastiricilar, kolesterol ile hiicre ylzeyi arasinda belirgin bir baglantinin
gerceklestigini gbézlemlemislerdir ki bu durum besiyerindeki kolesterolin
hicrelerin icinde alindigi sekilde adlandiriimigtir. Bu asimilasyon olay! igin
safra tuzlan varliginda hicre gelisiminin olmasinin éncelikli olarak gerekli
oldugu belirtilmistir. Yazarlar, tespit edilen kolesterol azaliginin, sadece
kolesterolin dekonjuge olmus safra asitleriyle cOkelmesine
baglanamayacagini  belirtmislerdir. Yani bu c¢alisma ile besiyerindeki
kolesterol miktarinin azalmasi, kolesterolin hicre ylUzeyi ile kurdugu baglanti
ve kolesterolin serbest safra asitleriyle ¢dkelmesi olayinin birlikte rol

alabilecegdi 6ne suralmastar [74].
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2.11. Tutuklama (immobilizasyon)

Tutuklama; suda c¢6zinen ve c¢ozeltide serbest hareket edebilen enzim
molekullerinin  suda ¢6zinmeyen reaktif polimerik destek materyaller

kullanilarak hareketlerinin sinirlandiriimasina denir [75].

Tutuklanmis enzimlerde, enzimin hareketleri sinirlandiriimis ve belli bir
destege veya polimerik matriks’de alikonularak tekrar tekrar katalitik aktivite
g6stermesi amaclanmistir. Tutuklama sadece enzimlere degil ayrica hicresel
organellere, mikrobiyal hiicrelere, bitki hiicrelerine ve hayvan hiicrelerine v.b.
uygulanabilir [75, 76].

Son 20-30 yilda enzim tutuklamasinin yaninda mikroorganizma tutuklamasi
da 6nem kazanmistir. Substrat, mikroorganizmanin igerdigi enzimlerden biri
icin spesifik ise saf bir enzimin tutuklanmasi yerine bunu iceren
mikroorganizmanin tutuklanmasi ve saflastiriimasina gerek kalmayacagindan
ekonomik acgidan biyik yarar saglamaktadir. Ozellikle son Urin elde
edebilmek icin birden fazla enzimden yararlaniliyor ve problem yaratmiyor ise

enzim yerine mikroorganizmanin tutuklanmasi gok ekonomiktir [75].

Tutuklamada dogal veya sentetik birgcok organik ve inorganik materyal
kullaniilmaktadir. Tasiyici materyal, suda ¢6zinmeyen kati veya polimer
olabilir. Bu tip destek polimerlerine Carrageenan, Alginatlar ve Xanthan érnek
olarak verilebilir [5].

Mikroorganizmalar araciliiyla yapilan dénigimlerden besin, kimya, tip ve
benzeri endustri kollarinda genis 6lgide faydalaniimaktadir. Ancak serbest
mikroorganizma  sistemlerine goére, tutuklanmis  mikroorganizmalarin

kullanilmasinin buydk avantajlar sagladigr gézlenmistir.
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2.11.1. Probiyotik mikroorganizmalarin tutuklanmasi

Pratikte ve endustriyel uygulamalarda cesitli Gstinllkler gdbstermesi
nedeniyle mikroorganizmalarin ya belirli tutucularda tutularak ya da
tastyicilarin kafes yapilari icerisinde tutuklanarak veya gevreleri yari gegirgen
film tabakasi ile ¢evrilerek kullaniimalari disintlmus ve bununla ilgili olarak

son yillarda yeni teknikler gelistirilmigtir [77].

insanoglunun bilingli kullanimi yeni bir olay olmamasina ragmen tutuklanmig
hiicreler dogada c¢ok yaygindir. Mikroorganizmalarin bir ylzeye tutunmasi,
mikrobiyal ekolojide ¢ok 6nemli rol oynamaktadir. Enzimlerle baglayan
tutuklama c¢alismalari hicrelere de uygulanmis ve basarili sonuglar
alinmistir.  EndUstriyel uygulamalar bagslangicta, tek enzim gerektiren
proseslerde inaktive edilmis hlicrelerle yapilmis fakat daha sonra tutuklanmig
hiicre teknolojisinde bilgi birikiminin artmasiyla ¢ok enzim gerektiren canli

hicrelerin kullanildigr prosesler uygulanmaya baglanmistir [77].

Son 20 yilda probiyotik mikroorganizmalarin tutuklanmasi popller hale
gelmistir. Bilindigi gibi probiyotikler insan saghgina olumlu etkileri olan
mikroorganizma grubundan olugsmaktadir ve birgcok probiyotik gida da saglik
amagl tiketime sunulmaktadir. Probiyotik mikroorganizmalarin tutuklanma
nedenlerine bakildiginda, probiyotiklerde meydana gelen ylUksek oranda

hucre kaybinin en buyuk etken oldugu goérilmektedir [78].

Probiyotik mikroorganizmalar ulagsmalari gereken yer olan bagirsaga
gelmeden 6nce Urln igerisinde ve daha sonra insan vicudunda mide asitligi,
safra tuzlar gibi olumsuz etkilerle karsilagsmaktadirlar. Bu slregte birgok
mikroorganizma &6lmekte veya probiyotik  Ozelliklerini  yitirmektedir.
Arastirmacilar bu olumsuz sartlardan hdcrenin tutuklanarak
korunabilinecegdini dne surmusler ve bu konuda c¢alismalara hiz vermiglerdir
[78, 79, 80].Starter ve probiyotik mikroorganizmalarin tutuklanarak Ustin

kalitede probiyotik Grtnlerin Gretilmesi icin ¢calismalar hizla devam etmektedir.
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2.11.2. Tutuklanmis mikroorganizmalar tarafindan kolesterol giderimi

Hucrelerin tutuklanarak kullanilmasi biyolojik olarak aktif olan materyallerin
cok ince vyari gegirgen polimer membranlar icerisine hapsedilmesidir.
Polimer membran, igerisine hapsedilmis olan materyali olumsuz dis
etkilerden korudugu gibi ayni zamanda ¢6ztinen maddelerin mikro kapsulin
icine girmesine ve disina ¢ikmasina da olanak saglar. Bu &zelliklerinden
dolayi tutuklama igleminin biyomedikal ve tibbi uygulamalarda verimli bir
sekilde kullanilabilece@i bildirilmigtir. 2004 yilinda Jones ve arkadaslari
tarafindan genetik olarak modifiye edilmis ve tutuklanmis L. plantarum
hiicrelerinin safra tuzu dekonjugasyonu yoluyla kolesterol digurlcUu etkisini
belirlemek Uzere bir calisma gergeklestiriimistir. Galismanin sonucunda
tutuklanmis hicrelerin safra tuzlarini etkili bir sekilde dekonjuge edebildigi
sonucuna variimistir [62]. Ancak tutuklanmis hlcreler tarafindan diger olasi
mekanizmalarla kolesterol gideriminin arastinldigi bir calismaya literatirde

rastlanmamistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Materyal 6rnekleri

Arastirma TBAG projesi (101T129) kapsaminda EPS Uretimleri tespit edilmis
distk ve ylksek EPS Uretimine sahip 24 adet Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus susu arasindan segilen 5 adet sus ile yurataimuasttr. Bu
suglardan disik EPS Uretimine sahip A13 ve B2 kodlu suslar ile yiksek EPS
iretimine sahip B3 ve G11 kodlu suslar Gazi Universitesi Fen-Edebiyat
Fakultesi Biyoteknoloji Laboratuvari kiltlr koleksiyonundan temin edilmigtir.
Bu suslarin izolasyonlari TBAG projesi (101T129) kapsaminda Ankara
cevresindeki kdylerden toplanan yogdurt érneklerinden yapilmistir. Suslarin
identifikasyonu yine TBAG projesi (101T129) kapsaminda, API 50 CHL Kkiti
kullanilarak, ayrica 16S rRNA sekans analizlerine gére gerceklestiriimistir.
Yiksek EPS Uretimine sahip ATCC 11842 kodlu sus referans sus olarak
kullaniimistir.

3.1.2. Bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelisme ortamlari

Suglarin  gelistiriimesi  ve aktiflestiriimesinde MRS Broth ve agar
kullanilmigtir.  Ayrica tOm deneysel calismalarda 41+1°C'de 20 saat
gelistiriimis ve iki kez aktiflestirilmis kulttrler kullaniimigtir [81, 82].

3.1.3. Arastirmada kullanilan besiortamlari

Arastirmada kullanilan MRS (Man Rogosa and Sharpe) Sivi Besiortami

iceriginde yer alan maddeler Cizelge 3.1’de gdsterilmistir.
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Gizelge 3. 1. MRS (Man Rogosa and Sharpe) Sivi Besiortami

Maddeler g/L
Peptone 10,0
Beef Extract 10,0
Yeast Extract 5,00
Glucose 20,0
Tween 80 1,10 mL
KoHPO, 2,00
Sodium Acetate.3 H, O 5,00
Tri Amonium Citrate 2,00
MgS0O,.7 H, O 0,20
MnSQO,.4 H, O 0,05

Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmigtir. Besiortaminin pH’si 0,01 N
HCI ve 0,01 N NaOH ile 6,2+0,2’ye ayarlanmistir. Kati besiortami hazirlamak
icin besiortamina %1,5 oraninda agar ilave edilmigtir. Besiortami 121°C’de
15 dk otoklavda steril edilmistir [81].

3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin muhafazasi

Suslarin muhafazasi icin 1,5 mL’lik agzi kapakl tlplere yaklasik 0,4 mL
gliserol konularak, 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir. Bakteriler uygun
sivi besiortaminda iki kez ardi ardina aktiflestirilmigtir. Aktiflestirilen
kultdrlerden 0,6 mL gliserol iceren steril agzi kapakli tiplere ilave edilerek, -
20°C’de muhafaza edilmigtir. Muhafazaya alinan stoklar iki ayda bir

yenilenmistir [83].

3.2.2. Kolesteroliin ve farkli safra konsantrasyonlarinin gelisim tGzerine
etkisi

Kolesterollin ve farkll safra konsantrasyonlarinin suglarin gelisimi Uzerine

etkisi hem spektrofotometrik olarak hem de MRS agarli petri tGzerindeki canli

mikroorganizma sayisi saptanarak belirlenmistir.
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Kolesteroliin ve farklh safra konsantrasyonlarinin gelisim Uzerine etkisinin

spektrofotometrik olarak belirlenmesi

e 5 mlL’lik MRS broth besiortamina son kolesterol konsantrasyonu 100
pug/mL olacak sekilde 0,45 um’lik disposible filtreden gecirilerek steril edilmis
stok kolesterol (Merck) ¢cbzeltisinden (10mg/mL kolesterol/etanol) eklenmisgtir.
e 100 pg/mL oraninda kolesterol iceren 5 mL’lik MRS broth besiortamina
son safra konsantrasyonu %0,0, %0,1, %0,2 ve %0,3 olacak sekilde 0,45
um’lik disposible filtreden gegirilerek steril edilmis Ox Gall Powder (Sigma)
stok safra ¢cozeltisinden eklenmisgtir.

e Suslann aktif kaltdrlerinin optikal yogunluk (OD) degerleri 600 nm dalga
boyundaki spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) 6,00’a ayarlanmistir
(ODgoonm =~6,00).

e Suslarin ODgoonm =~6,00 olan aktif kdlttrlerinden 100 pg/mL oraninda
kolesterol ile %0,0, %0,1, %0,2 ve %0,3 oraninda safra iceren 5 mL’lik MRS
broth besiortamina %2 oraninda inokule edilerek, 42°C’de 19 saat (logaritmik
faz) ve 48 saat (durgun faz) inklbasyona birakilmistir. Ayrica kontrol olarak
kolesterol ve safra icermeyen MRS broth besiortamina bu kiltirlerden ayni
oranda ekim yapilmigtir.

e inkiibasyon sonunda 600 nm dalga boyundaki spektrofotometrede

orneklerin optikal yogunluklari élctlmagtar.

Kolesterollin ve farkl safra konsantrasyonlarinin gelisim Uzerine etkisinin

MRS agarli petrilerde belirlenmesi

e Suslarin ODggonm =~6,00 olan aktif kdltlrlerinden 5 mL’lik 100 pg/mL
oraninda kolesterol ile %0,0, %0,1, %0,2 ve %0,3 oraninda safra igeren
MRS broth besiortamina %2 oraninda inokile edilmis ve 42°C’de 19 ve 48
saat inkibasyona birakilmigtir.

e Inkiibasyon sonunda érneklerden diliisyonlar (107-10®) yapilarak MRS
agar yltzeyine ekilmis ve 42°C’de 24 saat inklibasyona birakilmistir.
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e inkiibasyon sonunda koloni sayimlari yapilarak canli mikroorganizma

sayllar logio cfu/mL olarak tespit edilmistir.

3.2.3. Safranin kolesterol giderimi Gizerine etkisinin belirlenmesi

Suslarin safrasiz ortamda ve farkli safra konsantrasyonlarinda kolesterol
giderimi miktarlari Gilliland ve arkadaslari (1985) tarafindan modifiye edilen
Rudel ve Morris (1973)’in “o-fitalaldehit” metodu UGzerinde bazi degisiklikler
yapilarak belirlenmistir [63, 84].

Suslarin safrasiz ortamda ve farkli safra konsantrasyonlarinda kolesterol
giderimi miktari asagida anlatilan sekilde tespit edilmistir:

e Suslarin ODgoonm =~6,00 olan aktif kiltirlerinden 5 mL’lik 100 pg/mL
oraninda kolesterol ile %0,0, %0,1, %0,2 ve %0,3 oraninda safra igeren
MRS broth besiortamina %2 oraninda inokile edilerek, 42°C’de 19 ve 48
saat inkiibasyona birakilmigtir.

¢ inokilasyon yapiimamig 100 pg/mL oraninda kolesterol iceren MRS broth
besiortami kontrol olarak kullaniimistir.

¢ inkiibasyon sonunda 6rnekler 10 000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir.
Santrif(j sonucunda elde edilen berrak kisma serbest hucre ekstrakti (SHE)
adi verilmistir.

e Hducre pelleti orijinal besiortamina esit hacimde distile su ile stUspanse
edilmistir.

e SHE ve distile su ile slUspanse edilen hicre pelletindeki kolesterol
miktarinin belirlenmesi i¢cin 6rneklerden 0,5 mL alinarak temiz tuplere
dagitiimigtir.

e Her bir érnek tzerine 3 mL %95’lik etanol eklenmis ve iyice karistiriimigtir.
e Orneklerin Gizerine 2 mL %50’lik KOH eklenmis ve iyice karistirilmistir.

e Ornekler 60°C’lik su banyosunda (Memmert) isitilmis ve ardindan

sogutulmustur.
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e Orneklerin Gizerine 5 mL hekzan (Merck) eklenerek 20 sn boyunca vorteks
ile iyice karismasi saglanmistir.

e Orneklerin tizerine 3 mL distile su eklenerek tekrar karistirimistir.

e Fazlarin ayrimini saglamak igin O6rnekler oda sicakhginda 15 dk
bekletilmistir.

e Fazlarin ayriimasi sonucunda olugan hekzan tabakasinin 2,5 mL’si temiz
test thplerine alinmigtir.

e Her bir tipteki hekzan 60°C’lik su banyosunda tamamen
buharlastiriimistir.

e Her bir tipUn Gzerine 4 mL o-fitalaldehit reagent eklenmistir. o-Fitalaldehit
reagent 1 mL glasiyel asetik asit (Merck) icerisinde 0,5 mg o-
phthaldialdehyde (Sigma) icermektedir.

e Ornekler oda sicakhiginda 10 dk bekletilmistir.

e Orneklerin Gizerine yavasca 2 mL saf siilfiirik asit eklenmistir.

e Ornekler vorteks ile iyice karistirildiktan sonra oda sicakliginda tekrar 10
dk bekletilmigtir.

e 550 nm dalga boyundaki spektrofotometrede &6rneklerin optikal

yogunluklari élgtlmuastar.

Kolesterol giderimi miktarlarini belirlemek icin 10-150 pg/mL arasinda
degdisen oranlarda kolesterol kullanilarak standart bir edri ¢ikariimistir. Bu

standarda gore 6rneklerin kolesterol miktarlari pg/mL olarak belirlenmistir.

Suslarin % kolesterol giderimi degerleri Es. 3.2’de verilen sekilde
hesaplanmigtir [65].

A=100-[(B/C)x100] (3.2)

A: Kolesterolin giderimi (%).
B: inokiilasyon yapilan besiortamindaki kolesterol miktari (ug).

C: inokiilasyon yapilmayan (kontrol) besiortamindaki kolesterol miktari (ug).
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3.2.4. Gelismekte olan, dinlenme halindeki ve cansiz hiicreler tarafindan

kolesterol gideriminin belirlenmesi

Gelismekte olan hucreler tarafindan kolesterol giderimi Boélim 3.2.3'te
anlatildigi sekilde belirlenmigtir. Dinlenme halindeki ve cansiz hUcreler
tarafindan kolesterol giderimi ise Kimoto (2002)'nun metodunda bazi

modifikasyonlar yapilarak tespit edilmistir [6].

e 10 mL’lik MRS broth besiortamina aktif kiltlirden %2 oraninda inokile
edilerek, 42°C’de 19 saat inkiibasyona birakilmigtir.

 Inkiibasyon sonunda érneklerin OD degerleri optikal yogunluklari 600 nm
dalga boyundaki spektrofotometrede 6,00’a ayarlanmistir (ODggonm =~6,00).

e Ornekler 1800 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.

o Ornekler steril distile su ile iki kez yikanmistir.

e Hducre pelleti 10 mL distile su ile sispanse edilmistir.

e 10 ml'lik sGspansiyonun yarisi 1si ile cansiz hlcreleri hazirlamak icin
121°C’de 15 dk otoklavlanmis, diger yarisi ise dinlenme halindeki hicreleri
hazirlamak Uzere 100 pg/mL oraninda kolesterol ve 9%0,3 oraninda safra
iceren 0,05 M 5 mL PBS (pH 6,8) ile stispanse edilmistir.

e Otoklavlanarak 1si uygulamasi ile 6ldirilmas hicreler ise 100 pg/mL
oraninda kolesterol ve %0,3 oraninda safra iceren MRS besiortami ile
stspanse edilmistir.

e Ornekler 42°C’de 19 saat inkiibasyona birakilmistir.

e inkiibasyon sonunda érnekler 10 000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir.

e Hducre pelleti orijinal besiortamina esit hacimde distile su ile stUspanse
edilmigtir.

SHE ve distile su ile slispanse edilen hiicre pelletindeki kolesterol miktar
Bélim 3.2.3’'te detayll olarak anlatildigi sekilde belirlenmis ve suslarin %
kolesterol giderimi degerleri Es 3.2'de verilen sekilde hesaplanmistir [65].
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PBS ( Phosphate Buffered Saline ) tamponu

Maddeler g/L
NaCl 8
KoHPO4 1.21
KH2 PO4 0.34

Maddeler 1 litre distile suya ilave edilip, pH 6,8+£0,2’ye 0,01N HCI ve 0,01N
NaOH ile ayarlanmistir, 121°C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.

3.2.5. Tutuklanmis ve serbest kulturler tarafindan kolesterol giderimi

miktarinin tespiti
Tutuklanmig ve serbest kultUrler tarafindan kolesterol giderimi Sultana ve

arkadaslari (2000) tarafindan modifiye edilen Sheu ve Marshall (1993)'In
metodu Uzerinde bazi degisiklikler yapilarak belirlenmigtir [5, 79, 80].

Kltirlerin Ca-Alginat taneciklerine tutuklanmasi

e Aktif kdltdrden 500 mL’lik MRS Broth besiortaminda 42°C'de 19 saat
inklbasyona birakilmistir.

e Hiucreler 5000 rpm’de 15 dk santrif(lj edilerek toplanmis ve 3 kez PBS (pH
6,2) ile yikanmistir.

e Pellet 50 mL serum fizyolojik iginde karistirilmis ve hiicre yogunlugu Mac
Farland 6’ya (Bio Mérieux-France) gbre ayarlanarak esitlenmigtir.

e Bu suspansiyon ile 50 mL % 2'lik steril Na-Alginat (Fluka) homojen hale
gelinceye kadar manyetik karigtirici yardimiyla karistirmistir.

e Olusan bakteri hlcresi-alginat karisimi peristaltik pompa yardimiyla 1
mL’lik cam pipet ucundan 0,4 M CaCl, ¢Ozeltisi igerisine damla damla

damlatiimistir.
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Tutuklanmig hilicre iceren Ca-Alginat kirelerinin tam olarak olgunlasmasi
(Ca*® ve Na' iyonlarinin tam olarak yer degistirmeleri icin) 2 saat
buzdolabinda +4°C’de 0,4 M sterii CaCly c¢ozeltisi iginde bekletilerek
saglanmigtir [80, 85, 86].

Tutuklanmis ve serbest hiicrelerin kolesterol giderimi miktarinin tespiti

e 40 tane saglam kire ve 40 tane parcalanmis kire kolesterol icermeyen;
100 pg/mL oraninda kolesterol iceren ve 100 pug/mL oraninda kolesterol ile
%0,3 oraninda safra iceren 0,05 M 5 mL PBS (pH 6,8) ile karigtirilarak
42°C’de 19 ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

* inkiibasyon sonunda drnekler 10 000 rom’de 20 dk santrifiij edilmistir.
SHE’deki kolesterol miktari B6lim 3.2.3’te detayli olarak anlatildigi sekilde
belirlenmis ve suslarin % kolesterol giderimi degerleri Es 3.2’de verilen

sekilde hesaplanmistir [65].

Tutuklama sonrasi klrelerin icindeki canli hlicre miktarinin tespiti

e 40 tane saglam kire ve 40 tane parcalanmis klre kolesterol icermeyen;
100 pg/mL oraninda kolesterol iceren ve 100 ug/mL oraninda kolesterol ile
%0,3 oraninda safra iceren 0,05 M 5 mL PBS (pH 6,8) ile kanstirilarak
42°C’de 19 saat inklibasyona birakilmistir.

¢ Inkiibasyon sonunda pargalanmamis kiireler pargalanarak her iki gruptan
100 uL alinmis ve seyreltmeleri (107" -10®) yapilarak, MRS agar yiizeyine
ekilmistir.

e 42°C’de 24 saatlik inkilbasyon sonunda koloni sayimlari yapilarak canli
mikroorganizma sayilari logio cfu/mL olarak tespit edilmigtir.
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3.2.6. Kolesteroliin EPS liretimi Gizerine etkisinin belirlenmesi

Suslarin kolesterolstiz ve kolesterollll besiortaminda EPS (retim miktarlarini
belirlemek icin Valerie ve ark. (1999) ile Dubois ve arkadaslar’nin (1956)
metodu kullaniimigtir [87, 88].

e Suslarin ODgoonm =~6,00 olan aktif kdltdrlerinden 5 mL’lik 100 pg/mL
oraninda kolesterol iceren ve icermeyen MRS broth besiortamina %2
oraninda inokile edilerek, 42°C’de 19 saat inkiibasyona birakilmistir.

e inkiibasyon sonunda &rneklerden 1 mL’lik miktarlar ependrof tiiplerine
alinmigtir.

e Ornekler 100°C'de 10-15 dk kaynatildiktan sonra oda sicakligina
gelinceye kadar sogutulmustur.

e 1 mL 6rnek Gzerine % 85 lik triklorasetik asit (Merck) (% 0,17= 1,7uL)
ilave edilmistir.

e Ornekler 13 000 rpm’de 25 dk santrifiij edilmistir.

e Santrifllj sonrasi olusan berrak kisim bagka bir ependrof tipline alinmig
ve Uzerine alabildigi kadar esit hacimde (yaklagsik 1 mL) etanol eklenmistir.
Ornekler 13 000 rpm’de 25 dk santrifilj edilmistir.

e Berrak kisim ayrildiktan sonra geriye kalan pelletin Uzerine ikinci kez
etanol (1000 uL) eklenmis ve pelletin etanol icinde ¢ézilmesi saglanmistir.

e Ornekler 13 000 rpm’de 25 dk santrif(ij edilmistir.

e Bu Orneklerin Gizerine 0,5 mL fenol (Sigma) ilave edilmistir.

e Orneklerin tizerine hizli bir sekilde 5 mL saf siilfiirik asit eklenmistir.

e Ornekler 10 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra, iyice karistirilmistir.
e Ornekler tekrar 25-30°C’de 15-20 dk bekletiimistir.

e 490 nm dalga boyundaki spektrofotometrede &6rneklerin  optikal
yogunluklari okunmustur.
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EPS Uretim miktarlarini belirlemek icin 5-100 mg/L arasinda degisen
oranlarda glikoz kullanilarak standart bir egri ¢ikarilmistir. Bu standarda gére

drneklerin EPS miktarlari mg/L olarak belirlenmistir.
3.2.7. Taurokolik asit (TCA) dekonjugasyon miktarinin tespiti

Suslarin taurokolik asit (TCA) dekonjugasyon miktarlari Gillland ve Walker
(1993) tarafindan modifiye edilen Irvin ve arkadaslari (1944)'nin metodunda

bazi degisiklikler yapilarak belirlenmistir [72, 89].

e Suslarin ODggonm =~6,00 olan aktif kilttirlerinden 20 mL’lik %0,2 oraninda
sodyum thioglikolat (Sigma) ve %0,2 oraninda sodyum taurokolat (Fluka)
iceren MRS broth besiortamina %2 oraninda inokule edilerek, 42°C’de 19 ve
48 saat inkiibasyona birakilmistir.

e inokilasyon yapilmamis %0,2 oraninda sodyum thioglikolat ve %0,2
oraninda sodyum taurokolat iceren MRS broth besiortami kontrol olarak
kullaniimistir.

e Inkilbasyon sonunda érneklerin pH’st 1 N NaOH kullanilarak pH 7,0’a
ayarlanmistir.

e Orneklerin hacmi distile su ile 25 mL’ye tamamlanmistir.

e Ornekler 10 000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir.

e SHE'nin 15 mL’si temiz bir tipe alinmig ve 10 N HCI kullanilarak pH 1,0’a
ayarlanmistir.

e Orneklerin hacmi distile su ile 24 mL’ye tamamlanmistir.

e Orneklerin her birinden 3 mL alinarak, dnceden 9 mL etil asetat (Merck)
konmus olan tiplere eklenmistir.

e Ornekler 20 sn boyunca vorteks ile iyice karistirilmistir ve ardindan
fazlarin ayrilmasi i¢in beklenmigtir.

e Fazlar ayrildiktan sonra etil asetat tabakasinin 3 mL’si temiz tiplere

alinmigtir.
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e Her bir tlpteki etil asetat 60°Clik su banyosunda tamamen
buharlagtirnimigtir.

e Tuplerdeki kalintiyi ¢ézmek icin her bir tipin Gzerine 1 mL 0,01 N NaOH
eklenmistir.

e Orneklerin tizerine 6 mL 16 N H>SO, eklenmistir.

e Orneklerin tizerine 1 mL %1’lik furfuraldehit (Sigma) eklenmistir.

o Ornekler vorteks ile iyice karistirildiktan sonra 65°C’lik su banyosunda 13
dk isitiimigtir.

e Tupler oda sicakhgina gelinceye kadar sogutulmustur.

e Orneklerin Gizerine 5 mL glasiyal asetik asit eklenmistir ve vorteksle iyice
karistirimistir.

e 660 nm dalga boyundaki spektrofotometrede érneklerin optik yogunluklar
Olctimustar.

TCA dekonjugasyon miktarlarini belirlemek icin 100—-1000 mg/mL arasinda
degisen oranlarda kolik asit (Calbiochem) kullanilarak standart bir egri
cikarilmistir. Bu standarda goére Orneklerdeki kolik asit konsantrasyonu
mg/mL olarak belirlenmisgtir.

3.2.8. istatistiksel analizler

Calismada elde edilen sonuglarin veri analizleri SPSS Inc. Software (13.0
versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL) kullanillarak gerceklestiriimigtir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Suslarin EPS Uretim Miktarlarina Gére Secilmesi

Galismamizda kullaniimak Gzere TBAG projesi (101T129) kapsaminda EPS
aretimleri belirlenmis olan toplam 24 adet L. delbrueckii subsp. bulgaricus
trlne ait sus arasindan EPS Uretim dzellikleri gbz dniine alinarak 5 adet sus
secilmistir. Bu suslardan 3 adedi (B3, G11 ve ATCC 11842) yliksek, diger 2
adedi (B2 ve A13) ise disuk oranda EPS Uretmektedir. Segilen bu suslarin
MRS besiortaminda Urettigi EPS miktarlari Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4. 1. Secilen suglarin EPS Uretim miktarlan

Sus EPS lretim miktar (mg/L)
B3 21141
ATCC 11842 2001
G11 15910
B2 2812
A13 2710

4.2. Kolesteroliin ve Farkli Safra Konsantrasyonlarinin Gelisim Uzerine
Etkisi

Kolesterolin ve farkh safra konsantrasyonlarinin gelisim Gzerine etkisinin
belirlenmesi Bolim 3.2.2°de anlatildig sekilde iki farkli yontemle yapilmigtir.
Spektrofotometrik metoda gére belirlenen sonuglar (ODgoo) ile agarl petri
Uzerindeki canli mikroorganizma sayisinin saptanmasiyla elde edilen
sonuglar (logip cfu/mL) Cizelge 4.2'de verilmistir. Suslarin farkl safra
konsantrasyonlarindaki canhlik ytzdeleri ise Cizelge 4.3'te gdsterilmistir.
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Cizelge 4. 2. Kolesterol(in ve farkli safra konsantrasyonlarinin suslarin gelisimi tizerine etkisi"’

Suslar B3 G11 B2 A13 ATCC 11842
ink.
suresi
(saat) 19 48 19 48 19 48 19 48 19 48
- - - - - - - - - -
3 =) 8 =) 8 =) 3 =) 8 =) 8 =) 3 =) 8 =) 3 =) 3 =)
o) © o) © ) © o) © ) G ) © =) G ) G ) © =) ©
Safra o 2 o 2 o o o e o o o o o e o o o o o e
(@] (@] (@] (@] (@] (@] (@] (@] (@] (@]
kons. e} kel e} kel kel 9 kel kel kel kel
(%)
Kontrol" | 6,35 | 8,30 | 7,23 | 8,18 | 8,08 | 9,80 | 8,39 | 9,75 | 6,35 | 8,50 | 6,45 | 8,40 | 9,20 | 9,80 | 9,25 | 9,76 | 6,42 | 9,90 | 6,48 | 9,87
0,0® 6,52 | 857|768 |830]851]99|9,35|9,78]6,52|8,60|7,20|857]9,40 985|992 |9,77] 6,61 | 9,95 | 6,86 | 9,90
0,1® 4,25 (5,60 [ 4,69 530 1,52 |2,10 1,64 |2,00][3,09|430]339]428]|554|599]|556]560]327]545]3,30]5,40
0,2 2,10 [ 3,20 | 2,39 | 2,98 | 0,50 - 0,53 - 2,07 | 3,10 | 2,21 | 3,00 | 2,80 | 3,10 | 2,87 | 3,00 | 2,02 | 3,25 | 2,06 | 3,00
0,3% 1,70 [ 2,40 | 1,80 [ 200|030 | - |032| - |1,55|230 1,64 |200][210|220 217|211 145|225 1,48 | 2,00
UKontrol grubu kolesterol ve safra icermemektedir.

Besiortami sadece 100ug/mL oraninda kolesterol icermektedir; safra icermemektedir.
‘f>Besiortamlar| 100pg/mL oraninda kolesterol ve farkli oranlarda (0,1; 0,2 ve 0,3) safra icermektedir.

)Sonuglar dort farkli paralelin ortalamasidir.

(-) Ureme yoktur.
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Cizelge 4. 3. Farkh safra konsantrasyonlarindaki canlilik oranlari (%)

Suslar B3 G111 B2 A13 ATCC 11842
ink.
siresi
(saat) 19 48 19 48 19 48 19 48 19 48
- - — - - — | - — |
=1 =] S =] S = =1 =] S =] S = =1 =] S =] =1 = =1 =]
o) © o) © ) © o) © ) G ) © =) G ) G ) © =) ©
Safra o = O = (@) = O = (@) = (@) = O = (@) = (@) = O =
(@) (@) (@) (@) (@) (@] (@) (@) (@] (@)
kons. ke) ke ke) ke ke ke) ke S Ke) o
(%)
0,1( ) 652 1653|61,0(639]1179|21,2|175|20,4|47,4| 50,0 | 47,1 |4991]58,9|60,8|56,1|573]|495|54,8| 48,1 | 54,5
0,2(*) 322 (37,3|131,1359] 59 0,0 5,7 0,0 | 31,7 | 36,0 | 30,7 | 28,0 29,8 | 31,5 28,9 | 30,7 30,6 | 32,7 | 30,0 | 30,3
0,3" 26,1 | 28,0234 |24,0| 35| 00 | 34 | 0,0 | 238|267 |228|233|223|223|22,1|21,8|21,9|226|215]20,2
UBesiortamlari 100ug/mL oraninda kolesterol ve belirtilen oranda safra icermektedir.
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19 ve 48 saatlik inklbasyon sdrelerinin sonunda suslarin tamaminin
kolesterol icermeyen kontrol besiortamina kiyasla kolesterol igeren
besiortaminda daha iyi bir gelisme gbésterdigi belirlenmistir. Diger bir ifade ile

kolesterolln bakterilerin gelisimini artirdigr saptanmigtir.

Test edilen 5 sus arasinda fakli konsantrasyonlarda safra igeren
besiortaminda gelisme yetenedi bakimindan varyasyonlar bulundugu tespit
edilmis ve suslarin tamaminin belirli bir oranda safra toleransina sahip
oldugu belirlenmistir. Genel olarak, %0,0; %0,1; %0,2 ve %0,3 oraninda safra
iceren besiortaminda 19 ve 48 saat inkibe edilen kultlrlerin ODgpp ve
logiocfu/mL degerlerinde artan safra konsantrasyonlarina bagl olarak disUs

g6zlenmisgtir.

%0,3 oraninda safra iceren besiortaminda en yiksek canlilik orani 19 saatlik
inklbasyon sdresinin sonunda %28 ve 48 saatlik inklbasyon sdresinin

sonunda %24 degerleri ile B3 susunda tespit edilmigtir.

4.3. Safranin Kolesterol Giderimi Uzerine Etkisi

Dustk ve yiksek EPS Uretimine sahip 5 susun safrasiz ortamda ve farkl
safra konsantrasyonlarinda kolesterol giderimi kapasiteleri Bolim 3.2.3’te
anlatildigi  sekilde belirlenmis, elde edilen sonuglar Cizelge 4.4'te

gOsterilmigtir.
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Cizelge 4. 4. Farkli safra konsantrasyonlarinda kolesterol giderimi®”

Safra Konsantrasyonu %0,0 %0,1 %0,2 %0,3

N=IoS=g5=|2o |82=|25= 2> |8=3=|25= 2D |85=|g== 2o

B3 19 76,9 12,5 17 61,2 27,0 34 68,2 20,4 26 71,2 16,8 23
48 68,6 19,9 26 55,6 33,8 40 59,0 25,1 36 63,8 25,6 31

ATCC 19 76,8 10,4 17 68,6 18,9 26 73,4 14,3 21 75,1 14,3 19
11842 48 74,2 12,5 20 64,2 22,5 30 72,1 15,0 22 72,9 16,4 21
a1 19 80,0 8,50 13 78,2 7,90 15 79,9 4,80 13 80,2 3,40 13
48 78,6 11,2 15 77,3 8,20 16 78,2 5,10 15 79,0 4,30 14

Bo 19 83,8 5,20 9 77,3 7,90 16 78,6 5,50 15 82,5 9,00 11
48 81,6 8,60 12 76,8 8,20 16 78,4 5,90 15 79,0 10,8 14

A13 19 84,7 4,50 8 80,8 8,50 12 81,6 6,40 12 84,0 4,90 9
48 81,2 5,00 12 78,2 11,2 15 80,3 7,00 13 79,9 7,70 13

Y Inokiilasyon yapilmayan kontrol besiortamindaki kolesterol miktari 19 ve 48 saatlik inkiibasyonun sonunda 92,4 pg/mL olarak tespit edilmis
ve suslarin % kolesterol giderimleri bu deger lzerinden hesaplanmistir. Sonuglar dért farkli paralelin ortalamasidir.

19 ve 48 saatlik inklibasyon siiresinin sonunda besiortaminda kalan kolesterol miktaridir.

19 ve 48 saatlik inklibasyon siresinin sonunda hicre pelletlerinden geri kazanilan kolesterol miktaridir.
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Test edilen suslarin tamami besiortamindaki kolesteroll belirli bir miktarda
uzaklastirmistir ancak suslarin kolesterol giderimi kabiliyetleri arasinda
farkhhklar gdézlenmistir. Genel olarak ylksek EPS (retimine sahip olan
suslarin (B3, ATCC 11842 ve G11), disik EPS Uretimine sahip suslara (B2
ve A13) (Bkz. Cizelge 4.1) kiyasla besiortamindan daha fazla kolesteroll
uzaklastirabildigi belirlenmigtir. 48 saatlik inklibasyon slresinin sonunda tim
suslar i¢in %0,0; %0,1; %0,2 ve %0,3’l0k safra konsantrasyonlarindaki EPS
Uretimi-Kolesterol giderimi iliskisinin “r” degerleri sirasiyla 0,87; 0,79; 0,73 ve
0,75 olarak belirlenmis, diger bir ifade ile EPS Uretimi ile kolesterol giderimi
kabiliyeti arasinda belirgin bir korelasyon oldugu tespit edilmistir.

Tim suglar tarafindan en yiksek kolesterol gideriminin 48 saatlik inklibasyon
sUresinin sonunda ve 9%0,1 oraninda safra igeren ortamda gerceklestigi
saptanmigtir. %0,2 ve %0,3 oraninda safra iceren besiortaminda safra
icermeyen besiortamina gbre genelde daha ylUksek kolesterol gideriminin
gerceklestigi tespit edilmis ancak artan safra konsantrasyonuna bagl olarak
% kolesterol gideriminin distigu belirlenmistir. Test edilen 5 adet sus
arasinda en yuksek EPS Uretimine sahip (211 mg/L) B3 susunun safra
icemeyen, %0,1; %0,2 ve %0,3 oraninda safra iceren besiortamlarinin
tamaminda 48 saatlik inklbasyon siresinin sonunda en yiksek kolesterol
giderimine sahip oldugu belirlenmistir. B3 susunun gelistirildigi %0,1 oraninda
safra ve 100 pg/mL oraninda kolesterol iceren besiortaminda 48 saatlik
inklbasyon slresinin sonunda besiortaminda 55,6  pug/mL oraninda
kolesterol kaldigi tespit edilirken, hlcre pelletlerinden geri kazanilan
kolesterol miktari 33,8 pg/mL olarak bulunmustur. 48 saatlik inklibasyon
siresinin sonunda kontrol besiortamina (inokllasyon yapilmayan kontrol
besiortamindaki kolesterol miktari 19 ve 48 saatlik inklbasyon slresinin
sonunda 92,4 ug/mL olarak tespit edilmistir) kiyasla yaklasik olarak 4 pg/mL
oraninda kolesterol ise hicre pelletlerinden geri kazanilamamistir. En yiksek
kolesterol gideriminin %0,1 oraninda safra iceren besiortaminda ve 48 saatlik
inklbasyon slresinin sonunda %40 degeri ile B3 susu tarafindan

gerceklestirildigi belirlenmigtir.



48

Tdm suslar tarafindan besiortamindan uzaklagtirilan kolesterollin biyuk bir
kismi hicre pelletlerinden geri kazaniimistir. Ancak tim sonuclarda
besiortamindan uzaklastirilan kolesterolin tamami besi ortamindan geri

kazanilamamistir.

4.4. Gelismekte Olan, Dinlenme Halindeki ve Cansiz Hiicreler Tarafindan
Kolesterol Giderimi

Gelismekte olan (% 0,3 oraninda safra ve 100 pg/mL oraninda kolesterol
iceren MRS besiortaminda gelistirilen hdcreler), dinlenme halindeki % 0,3
oraninda safra ve 100 pg/mL oraninda kolesterol iceren PBS (pH 6,8) ile
stUspanse edilmis hulcreler) hlcreler ve cansiz (Isi muamelesi ile
6ldurdldikten sonra % 0,3 oraninda safra ve 100 pug/mL oraninda kolesterol
iceren MRS besiortami ile stspanse edilmig hucreler) hicreler tarafindan
kolesterol giderimi Bélim 3.2.4’te anlatildigi sekilde belirlenmis ve elde edilen

sonuglar Sekil 4.1°de gdsterilmistir.

o (3} o (3,
I I I |

Kolesterol Giderimi (%)
(3]

0 T T
B3 ATCC 11842 G11 B2 A13

‘EI Gelismekte olan hiicreler m Dinlenme halindeki hiicreler o Olii hiicreler

Sekil 4. 1. Gelismekte olan, dinlenme halindeki ve isi ile dldurtlmis hlcreler
tarafindan kolesterol giderimi
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Yapilan calismanin sonucunda 1si muamelesi ile éldartlmas hicrelerin dahi
besiortamindaki kolesterol miktarini %3 ile %10 arasinda degisen oranlarda
azaltabildigi tespit edilmigtir. Elde edilen sonuglara gore dinlenme halindeki
hicreler ile 1s1 muamelesi ile o6lduralmas hucrelerin kolesterol giderimi
kapasiteleri arasinda belirgin bir fark tespit edilmemekle birlikte (r=0,98), PBS
(pH 6,8)'de suspanse edilen dinlenme halindeki hlcrelerin 610 hlcrelere
nazaran ortamdaki kolesteroll daha c¢ok uzaklastirabildigi belirlenmigtir.
Bunlarin yani sira, gelismekte olan htcreler tarafindan dinlenme halindeki
hicreler ile 1si muamelesi ile 6ldiriimias htcrelerden daha fazla miktarda
kolesterolin uzaklagtirildigr saptanmigtir. Bu calismada en yiksek yilzde
kolesterol gideriminin Ug¢ farklh hicre tipinde de (canli, dinlenme halindeki ve
6l0) B3 susu tarafindan gerceklestirildigi tespit edilmis, genel bir ifade ile
yiksek EPS Uretimine sahip olan suslarin (B3, ATCC 11842 ve G11) dlsUk
EPS Uretimine sahip suslara (B2 ve A13) kiyasla besiortamindan daha fazla

kolesterolU uzaklastirabildigi belirlenmistir.
4.5. Tutuklanmig ve Serbest Kiiltiirler Tarafindan Kolesterol Giderimi

Tutuklama calismasinda kullaniimak Gzere farkli safra konsantrasyonlarinda
gelisme ve kolesterol giderimi kapasitesi bakimindan test edilen ve farkli
oranlarda EPS Uretimine sahip 5 sus arasindan ylksek oranda EPS
Uretimine sahip, safraya kargi direngli ve kolesterol gideriminde etkili olan B3

susu secilmigtir.

Daha énce yapilan ¢alismalarda ODgyonm=~6,00 olan B3 susu kaltlrinin
cfu/mL degerinin 9,1x108 cfu/mL (Mac Farland 6’ya denk gelmektedir) oldugu
ve bu degerin de 40 adet kuredeki hicre miktarina esit oldugu bulunmustur.
Bu sonuglara dayanilarak tutuklama galismasinda inokilasyon miktari olarak

40 adet kire kullaniimistir.
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19 ve 48 saatlik inklbasyon slrelerinin sonunda tutuklanmis ve serbest
klltdrlerdeki canh mikroorganizma sayilari B6lum 3.2.5'te anlatildigi sekilde

belirlenmis ve elde edilen sonuclar Cizelge 4.5’te verilmigtir.

Cizelge 4. 5. Tutuklanmis ve serbest L. delbrueckii subsp. bulgar/cus B3
kilttrtindeki canli mikroorganizma sayisi (cfu/mL)"

Canli mikroorganizma sayisi (cfu/mL)

19. saat 48. saat
ST | Kontrol® 0,07 0,3? Kontrol " 0,0? 0,3?
SﬁfbeSt 1,9+0,1x10° | 1,840,2x10° | 4,4+0,2x10" | 1,7+0,0x10* | 8,4+0,1x10° | 1,620,2x10'
ucre
TutlrJ]|§|anml$ 2,140,2x10° | 1,9+0,1x10° | 6,520,2x10° | 2,3+0,1x10* | 1,8+0,2x10* | 1,8+0,2x10°
ucre

U’Kontrol grubu safra ve kolesterol igermemektedir.
Ortamda 100pg/mL oraninda kolesterol bulunmaktadir.
Sonuglar dort farkli paralelin ortalamasidir.

Cizelge 4.5'te gorildigu gibi 19 ve 48 saatlik inklbasyon stresinin sonunda
tutuklanmis kdltdrlerdeki canli mikroorganizma sayisinin serbest hiicrelerin

bulundugu kultirlere gére daha fazla oldugu tespit edilmigtir.

Tutuklanmig ve serbest kultlrlerin kolesterol giderimi miktarinin tespiti Bolim
3.2.5’te anlatildig1 sekilde gerceklestiriimis ve elde edilen sonuglar Cizelge
4.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 4. 6. Tutuklanmis ve serbest L. delbrueckii subsp. bulgaricus B3
susu hiicreleri tarafindan kolesterol giderimi

Safra
konsantrasyonu (%) 0.0 0,3
. Ortamda Ortamda
Inkiibasyon kalan Kolesterol kalan Kolesterol
siiresi kolesterol | giderimi”’ | kolesterol | giderimi®
(saat) miktari (%) miktar (%)
(pg/mL) (pg/mL)
Serbest 19 83,2 10 79,5 14
hicre 48 81,3 12 75,8 18
Tutuklanmig 19 56,4 39 49,9 46
hacre 48 52,7 43 46,2 50

linokillasyon yapilmayan kontrol besiortamindaki kolesterol miktari 19 ve 48 saatlik inkiibasyonun
sonunda 92,4 pug/mL olarak tespit edilmis ve suslarin % kolesterol giderimleri bu deder Gzerinden
hesaplanmistir. Sonuglar dort farkli paralelin ortalamasidir.

Cizelge 4.6'da goéraldigu gibi serbest ve tutuklanmis B3 susu hcrelerinin
kolesterol giderimi kapasitelerinin farkli oldugu tespit edilmis, tutuklanmig
hucrelerin serbest hicrelere kiyasla kolesterol gideriminde daha etkili oldugu
belirlenmigtir. %50’lik degerle en yiksek Kkolesterol giderimi 48 saatlik
inklbasyon sdresinin sonunda %0,3 oraninda safra igeren ortamda

tutuklanmis B3 susu hicreleri tarafindan gergeklestiriimigtir.

4.6. Kolesteroliin EPS Uretimi Uzerine Etkisi

Kolesterolin EPS Uretimi Uzerine etkisi Bolim 3.2.6'da anlatildigi sekilde
belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.7°de gdsterilmistir.

Cizelge 4.7. Kolesteroliin EPS Uretimi Gzerine etkisi

EPS (mg/L)
Kolesterol
Kons. 0 pg/mL 100 pg/mL

Sus

B3 220+0,2 2300,1
ATCC 11842 178%0,1 19910,2
G11 140%0,0 164+0,0
B2 48%0,2 6510,2
A13 3940,0 48%0,0
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Cizelge 4.7de gorildigu gibi 100pug/mL  oraninda kolesterol iceren
besiortaminda 19 saat inklbe edilen tim suslarin kolesterol icermeyen
kontrol besiortaminda gelistirilen suslardan daha ¢ok miktarda EPS Urettigi
tespit edilmistir. Baska bir ifade ile kolesteroliin EPS dretimini artirdidi
saptanmistir. Bu denemede 100ug/mL oraninda kolesterol igceren
besiortaminda en yiksek EPS Uretiminin (230 mg/mL) B3 susu tarafindan

gerceklestirildigi belirlenmistir.

4.7. Safra Tuzu Dekonjugasyonu Miktarinin Tespiti

Suslar tarafindan taurokolik asit (TCA) safra tuzunun dekonjugasyon miktari
Bélim 3.2.7°de anlatildigi sekilde belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge

4.8'de verilmigtir.

Cizelge 4. 8. Taurokolik asit (TCA) safra tuzunun dekonjugasyon miktari

Sus Dekonjuge olan TCA miktan Dekonjugasyon
(mg/mL)™ (%)@
B3 1,3710,0 34,5
ATCC 11842 1,3940,2 35,5
G11 1,27+0,1 29,5
B2 1,2510,0 28,5
A13 0,98+0,1 15,0

(”Inkubasyonun baslangicinda besiortamindaki TCA miktari 2mg/mL’dir.
Inokulasyon yapilmayan kontrol besiortaminda dekonjuge olan TCA miktari 19 saatlik
inklibasyonun sonunda 0,68 mg/mL olarak tespit edilmis ve suslarin % dekonjugasyon
oranlari bu kayip dikkate alinarak hesaplanmistir.

Safra tuzu dekonjugasyonu kabiliyetleri bakimindan test edilen tim suslarin
19 saatlik inklibasyon siresinin sonunda TCA safra tuzunu farkli oranlarda
dekonjuge edebildigi saptanmigtir. En yldksek dekonjugasyon aktivitesi
%35,5 ve %34,5 degerleri ile sirasiyla ATCC 11842 ve B3 suslarinda en
disik dekonjugasyon aktivitesi ise %15,0 degeri ile A13 susunda tespit
edilmistir. Dekonjugasyon orani yiksek olan ATCC 11842 ve B3 suslari icin
kolesterol giderimi bakimindan da ©6nemli sonucglar elde edilmigtir.
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5. SONUC VE ONERILER

Probiyotikler yeterli miktarlarda tUketildiklerinde konakg¢i canlinin saghgi
Uzerinde olumlu etkiler ortaya cikaran ve canli mikroorganizmalardan olusan
gida katkilandir [31, 90]. Probiyotiklerin sagliga yararh etkileri ile ilgili birgok
kaynak bulunmaktadir. Yapilan c¢esitli calismalar probiyotiklerin farkl
nedenlerden kaynaklanan bagirsak rahatsizliklari, H. pylori kaynakh mide
rahatsizliklar, laktoz intoleransi, kolon kanseri, alerjik reaksiyonlar ve yuksek
kolesterol seviyeleri gibi ¢esitli rahatsizliklar Gzerinde iyilestirici etkilere sahip
olduklarini ortaya koymustur [91]. Son yillarda laktik asit bakterilerinin
probiyotik 6zellikleri ilgi cekmekte, 6zellikle Lactobacillus cinsi bakteriler
yaygin olarak kullanilan probiyotik kilttrlerin basinda gelmektedir [6, 18].

Kolesterol insan vicudundaki birgok fonksiyonun gerceklesebilmesi icin
gereklidir. Belirli hormonlarin ve vitaminlerin énctl maddesi olan kolesterol
hicre membranlarinin ve sinir hicrelerinin de dnemli bir bilesenidir. Ancak
kandaki yuksek kolesterol seviyesi koroner kalp hastahgi i¢in bir risk faktori
teskil etmektedir [32]. YUksek kolesterol ile baglantili olan kalp-damar
hastaliklari, batili Ulkelerdeki en 6nemli 6lim nedenlerinden biridir. Bu
sebeple, serum Kkolesterol seviyelerinin digtrilmesi, 6zellikle kalp-damar
hastaliklarinin  énlenmesi bakimindan blylk 6énem tasimaktadir [50].
Kolesterol emilimi insan vicudunda temel olarak ince bagirsaklarda
gerceklestiginden dolayr bu bdlgede kolesterol giderimi yetenegdine sahip
belirli laktik asit bakterilerinin, 6rnegin Lactobacillus cinsi bakterilerin
gelisiminin serum kolesterol seviyelerinin kontrol edilmesinde etkili olabilecegi
bildirilmistir [8, 64]. Dolayisiyla probiyotiklerin bu alanda kullaniimasina iliskin
ilgi guin gegtikge artmaktadir.

Probiyotik olarak kullanilan bakterilerin  kolesterol konsantrasyonunu
azaltabilmelerini saglayan mekanizma tam olarak belirlenememekle birlikte,
bu konuda ¢esitli mekanizmalar 6ne suralmastir. Bu mekanizmalar arasinda,

bakteriler tarafindan kolesterolin asimilasyonu, kolesterolln bakterinin hiicre
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duvarina baglanmasi veya hicre zarinin yapisina katilmasi, kolesterolln
bagirsaklardan emilemeyen bir molekul olan koprostanol molekiline
donadstirdlmesi ve safra tuzlarinin enzimatik dekonjugasyonu bulunmaktadir.
Bazi arastiricilar, kolesterolin ve dekonjugasyon neticesinde agiga ¢ikan
serbest safra asitlerinin bakteriyel hicre duvarina baglanmasinda, bakteri
hiucresi tarafindan dretilen ekzopolisakkaritlerin (EPS) de 6nemli bir role
sahip olabilecegini ileri sirmektedirler [66]. Bu mekanizmalardan hangisinin
ya da hangilerinin etkili oldugunu aciklamak i¢in yapilmig ¢alisma sayisi
sinirlidir.  Ayrica, probiyotik c¢alismalarinin birgogunda, probiyotik olarak
6nerilen ve potansiyel anti-kolesterol 6zelligine sahip suslar genellikle insan
ya da hayvan orijinlidir. Literatirde yogurt kdkenli laktik asit bakterilerinin
kolesterol giderimi 6zelliklerinin arastirildigi bir calismaya rastlanmamisgtir.

Bu alanda buglne kadar yapilmis diger calismalardan farkli olarak bu
calismada, probiyotik olarak kullanilabilecek yodurt kékenli Lactobacillus cinsi
bakteriler tarafindan kolesterol giderimi ile yine bakteriler tarafindan Uretilen
EPS arasindaki iligkinin belirlenmesi ve kolesterol gideriminde safra tuzu

dekonjugasyonunun etkisinin aydinlatilmasi amaclanmistir.

Calismamizda kullaniimak Gzere EPS Uretimleri daha 6nceki calismalarla
belirlenmis 24 adet L. delbrueckii subsp. bulgaricus susu arasindan EPS
dretimi yUksek olan 3 adet (B3=211 mg/mL, ATCC 11842=200 mg/mL ve
G11=159 mg/mL) ve EPS Uretimi disik olan 2 adet (B2=28 mg/mL ve
A13=27 mg/mL) olmak Uzere toplam 5 adet sus segilmistir.

Calismamizda ilk olarak kolesterolin suslarin gelisimi Uzerindeki etkisi
incelenmistir. Calismamizda kullandigimiz suslarin tamaminin 100 pg/mL
oraninda kolesterol iceren besiortaminda kolesterol i¢cermeyen kontrol
besiortamina gére daha fazla gelisme gdsterdigi belirlenmistir. Kolesterolll
besiortaminda 19 ve 48 saatlik inklbasyon surelerinin sonunda en iyi gelisme
gOsteren suslarin sirasiyla ATCC 11842, A13 ve G11 suslarinin oldugu ve bu

suglarin gelisim oranlan arasinda ¢ok belirgin bir fark bulunmadig! tespit
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edilmistir. Ayni sekilde B2 ve B3 suslarinin da kolesterolll besiortaminda
kontrol besiortamina gére daha iyi gelisme gésterdigi ve bu suslarin gelisim
miktarlarinin da birbirine yakin degerlerde oldugu saptanmistir. Genel bir
ifade ile kolesterolin tim suslarin gelisimini artirdidi belirlenmigtir (Bkz.
Cizelge 4.2).

2002 yilinda Kimoto ve arkadaslari tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada
kolesterol giderimi kabiliyeti bakimindan test edilen N7 susunun kolesterol
varliginda kolesterol icermeyen ortama kiyasla daha ylUksek bir hilcre
yogunluguna ulastigi belirlenmistir. Calismada ayni zamanda kolesterol
olmaksizin ve kolesterol varliginda geligtirilen hicrelerin  yag asidi
kompozisyonlari incelenmis ve bu iki gruptaki hlcrelerin hicre zarlarindaki
yag asidi kompozisyonlarinda farkh bir dagilim oldugu tespit edilmigtir [6]. Bu
calismada ve bizim c¢alsmamizda elde edilen sonuglar 1s1ginda
besiortaminda bulunan kolesterolin hcrelerin yapisinda gelisimi olumlu
yonde etkileyen bir takim degisiklikler meydana getirmis olabilecegini

distinmekteyiz.

Safra toleransi probiyotiklerin seciminde kullanilan énemli kriterlerden biridir.
Yaglari parcalayarak bunlarin bagirsaklardan emilimlerine yardimci olmak
Uzere karacigerden ince bagirsaga salgilanan safra, bakterilerin blylk
oranda lipit ve yag asidi iceren hiicre membranlarina zarar vermek suretiyle
inhibitdr etkisi yapar. Bu sebeple probiyotik olarak kullanilacak bakterilerin
bagirsaklarda fonksiyon goésterebilmeleri icin safraya kargi direngli olmalari
gerekmektedir [92, 93]. insandaki safra konsantrasyonuna yakin bir deger
olmasindan dolayl safraya direncgli olan suslar belirlemek icin &zellikle

%0,3’lUk safra konsantrasyonunun kritik bir deger oldugu bildirilmigtir [94].

Calismamizda test edilen suslarin farkh safra konsantrasyonlarinda farkli
oranlarda gelisim g0sterdikleri tespit edilmistir. Genel bir ifade ile %0,0’dan
%0,3’'e dogru artan safra konsantrasyonlarina bagll olarak suslarin

tamaminin canlilik oranlarinin azaldigi saptanmistir. Bununla birlikte G11
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susu harig tim suslarin probiyotiklerin secimi igin kritik deger olan 9%0,3’lUk
safra konsantrasyonunda canhliklarini strddrebildikleri belirlenmistir (Bkz.
Cizelge 4.2). Calismamizda test ettigimiz suslar arasinda %0,3 oraninda
safra iceren besiortaminda 19 ve 48 saatlik inkibasyon siresinin sonunda
elde edilen sonuglara gore sirasiyla %28 ve %24 dederleri ile safraya kargi
en direncli olan susun ayni zamanda yuksek EPS dretimine sahip olan B3
susu oldugu tespit edilmistir. G11 susu hari¢ diger tim suslarin da %0,3’l0k
safra konsantrasyonunda %20,2 ile %26,2 degerleri arasinda canhliklarini
koruyabildikleri saptanmigtir. Bununla birlikte G11 susunun yuksek oranda
EPS Uretimine sahip olmasina ragmen safraya karsi en direngsiz sus oldugu
belirlenmistir (Bkz. Gizelge 4.3).

Lactobacillus cinsine ait gesitli suslarin safra toleranslarinin arastirildigr ¢ok
sayida ¢alisma bulunmaktadir [63, 72, 95, 96]. Yapilan tUm bu ¢alismalarda
genel olarak suglarin safra toleranslari arasinda varyasyonlar oldugu tespit
edilmistir. Ornegin, bir calismada test edilen suslarin safra toleranslari
arasinda varyasyonlar goértlmekle birlikte tOm suslarin %0,3 oraninda safra
iceren besiortaminda safra icermeyen kontrol besiortamindan daha |yi
gelisme gosterdikleri tespit edilmistir [97]. 2005 yilinda c¢esitli L. acidophilus
ve L. casei suglarinin safra toleranslarini belirlemek icin yapilan baska bir
calismada ise test edilen suslardan %54’Un0n safra igermeyen kontrol
besiortaminda %0,3 oraninda safra igeren besiortamina goére daha iyi gelisim

gOsterdigi tespit edilmistir [95].

Gillland ve Speck (1977), Gillland ve Walker (1990) ve Jacobson ve
arkadaslari (1999) tarafindan yapilan arastirmalarda da laktobasillerin safra
duyarlilhklari arasinda varyasyonlarin bulundugu ve bu 6zelligin tire oldugu
kadar susa 6zgU oldugu éne sardlmustdr [90, 97, 98, 99].

Elde ettigimiz sonuglar calismamizda kullandigimiz tim suslarin farkh
oranlarda safra toleransina sahip oldugunu ortaya koymustur. Yiksek oranda
EPS Uretimine sahip olan B3 ve ATCC 11842 suslarinin yani sira, disik
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oranda EPS Uretimine sahip B2 ve A13 suslarinin da belirli bir oranda safra
toleransina sahip oldugu tespit edilmistir. Genel olarak G11 susu haricindeki
tim suslarin 48 saatlik inkilbasyon sdresinin sonunda 9%0,3’l0k safra
konsantrasyonunda canliliklarini  %20,2 ile %?24,0 oranlari arasinda
sUrdirebildigi belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.3). Tium bu sonuglar isiginda
safra toleransinin susa 6zgu bir 6zellik oldugu 6ne surllebilir. Bunun yani
sira bazi arastirmacilar tarafindan suslar tarafindan Uretilen EPS’nin bakteri
hicrelerini faj ataklari, osmotik stres, antibiyotik ve toksik maddelere kargi
korudugu ileri sUrllmastar [22]. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz suglar da
farkli oranlarda EPS Uretimi kabiliyetine sahiptir. Ancak yapmis oldugumuz
calismanin sonucunda EPS Uretimi ile safra direnci arasinda dogrudan bir
iligki tespit edilememisgtir.

Cesitli kaynaklarda safra toleransinin probiyotiklerin etkili olabilmesi igin
gerekli bir 6zellik oldugu bildirilmigtir [31, 96]. Bir kaynakta sugslarin farkli
safra konsantrasyonlarinda farkli gelisim oranlarina sahip olmasinin,
probiyotik olarak kullanilabilecek kulttrlerin kolesterol giderimi gibi yararli
fonksiyonlar arasindaki cesitliligi de aciklayabilecedi 6éne surilmustir. Bu
fenomenin temelindeki mekanizmalar g6z 6ndne alindiginda probiyotiklerin
bagirsak kosullarinda canliliklarini korumalarinin éncelikli bir sart oldugu éne
sUrblmastlr [96]. Elde ettigimiz  verilere dayanarak c¢alismamizda
kullandigimiz suslarin bagirsak kosullarinda canliliklarini strdirebilecekleri,

dolayisi ile probiyotik 6zelliklerini sergileyebileceklerini disiinmekteyiz.

Dinya literatirinde EPS Uretimi ile kolesterol giderimi arasindaki iligkinin
arastinldigr ¢ok az sayida calismaya rastlanmigtir.  Bizim calismamizda
kolesterol giderimi ile bakteriler tarafindan Uretilen EPS arasinda herhangi bir
iliski olup olmadigini belirlemek icin disik ve yuksek EPS Uretimine sahip
suglarin safrasiz ortamda ve farkli safra konsantrasyonlarinda 19 ve 48

saatlik inkiibasyon sureleri icin kolesterol giderimi kapasiteleri arastiriimistir.
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Calismamizda elde edilen sonuglar dogrultusunda suslarin tamaminin safra
icermeyen ve %0,1; %0,2 ve %0,3 oraninda safra igeren besiortamindaki
kolesteroll belirli miktarlarda uzaklastirabildigi belirlenmigtir. Tim suslar
tarafindan en az kolesterol giderimi safra icermeyen besiortaminda, en fazla
kolesterol giderimi ise 9%0,1 oraninda safra igeren besiortaminda
gerceklesmistir. insan bagirsagindaki safra konsantrasyonuna en yakin
deger olan %0,3 oraninda safra igeren besiortaminda 19 saatlik inkibasyon
suresinin sonundaki kolesterol giderimi %9 ile %23 degerleri arasinda; 48
saatlik inklbasyon suresinin sonundaki kolesterol giderimi ise %13 ile %31
degerleri arasinda tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.4). En yUksek kolesterol
gideriminin hem 19 saatlik (%34) hem de 48 saatlik (%40) inkibasyon
sUresinin sonunda % 0,1 oraninda safra igeren besiortaminda B3 susu

tarafindan gerceklestirildigi belirlenmisgtir.

Gillland ve arkadaslarinin (1985) L. acidophilus tarafindan kolesterol
asimilasyonunu belirlemek (Gzere yaptiklari benzer bir calismada safra
konsantrasyonunun bakteriler tarafindan kolesterol giderimi Uzerinde etkili
oldugu ve bakterilerin sadece safra varliginda kolesterol giderimi
gerceklestirebildikleri  bildiriimistir.  Calismada  besiortamindaki  safra
konsantrasyonu %0,0’dan %0,5'e dogru ylUkseldikge asimile olan kolesterol
miktarinin da arttigi ortaya konulmustur. in vitro olarak gerceklestirilen bu
calismada elde edilen sonuclara bagh olarak test edilen suglarin safra
varlidinda ve anaerobik kosullarda kolesterol giderimi yetenegine sahip
olusunun ayni olayin belirli bir safra konsantrasyonuna sahip ve anaerobik
olan bagirsak kosullarinda da meydana gelebilecedi 6ne surtlmastar [63].

Lim H. ve arkadaslari (2004) tarafindan gerceklestirilen bir arastirmada ise
%0,0 ve %0,3 oraninda safra iceren besiortamlarinda gelistirilen farkli laktik
asit bakterilerinin kolesterol giderimi kapasiteleri arastiriimigtir. Calismanin
sonucunda test edilen suglarin safra varhigina bagli olmaksizin
besiortamindaki  kolesteroli  %0-%65,9 arasinda degisen oranlarda

uzaklastirabildikleri belirlenmigtir. Diger bir ifade ile bu ¢alismada test edilen
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suslarin safra icermeyen besiortamindaki kolesterolli de uzaklastirabildikleri
saptanmigtir [50]. Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada da test ettigimiz tim
suslarin  safra icermeyen besiortaminda dahi kolesterol giderimini
gerceklestirebildikleri belirlenmistir. Ancak 9%0,1 oraninda safra iceren
ortamdaki kolesterol giderimi daha yUksek olarak tespit edilmistir. Bu
durumun safranin yaglarin Gzerindeki ¢6zUcU etkisinden kaynaklandigi
disindlmektedir.  Bununla  birlikte  9%0,2’lik  ve  9%0,3'l0k  safra
konsantrasyonlarinda ise safra icermeyen besiortamina kiyasla daha yiksek,
ancak %0,1 oraninda safra iceren ortama g6re daha diusik bir kolesterol
gideriminin gercgeklestigi saptanmistir. Bu sonuglar kolesterol gideriminde
safranin yaglar Uzerindeki ¢6zUcU etkisinin yani sira mikroorganizmalar
Uzerindeki inhibitdr etkisinin de 6nemli oldugunu ortaya koymustur. Diger bir
ifade ile ortamda safranin bulunmasi kolesterol giderimi Gzerine olumlu bir
etki yaparken, safranin inhibitér etkisine bagh olarak hdcrelerin canlihginda
meydana gelen azalmanin kolesterol giderimini olumsuz bir yonde etkiledigi

one surllebilir.

Ayres J. W. ve arkadaglar (1988) tarafindan yapilan bir calismada safra
gelismeyi inhibe eden bir madde oldugundan artan safra
konsantrasyonlarinda bakterilerin  kolesterol giderimi kabiliyetinin  de
azalacag@ bildirilmigtir. Bu ¢alismada besiortaminda yiksek sayilarda canli
hicre bulunmasinin, kolesterolin daha etkili bir sekilde uzaklastiriimasina yol
actigi belirlenmistir [92]. Bizim ¢alismamizda da tespit edildigi gibi kolesterol
konsantrasyonu %0,1’den %0,3’'e dogru yulkseldikge suslarin kolesterol
giderimi kapasitelerinde meydana gelen azalmanin ortamdaki canl hicre
yogunlugunun da azalmasindan kaynaklandigi 6ne surllebilir. Bununla
birlikte  suslarin  kolesterol  giderimi  kapasitelerinin  tim  safra
konsantrasyonlarinda safra icermeyen besiortamindan daha ylUksek
olugsunun safranin yagdlar Uzerindeki ¢6zicu etkisinden kaynaklandigi
disUntlmektedir.



60

Calismamizda suslarin kolesterol giderimi kabiliyetleri arasinda farkhliklar
oldugu tespit edilmig, genel olarak yliksek EPS Uretimine sahip olan B3, G11
ve ATCC 11842 suslarinin, disik EPS Uretimine sahip olan B2 ve A13
suglarindan daha fazla kolesteroll uzaklastirdigi goéralmastar. Ayni zamanda
suslar tarafindan besiortamindan uzaklastirilan kolesterolin blytk bir kismi
hicrelerden geri kazanilabilmistir (Bkz. Cizelge 4.4). 19 ve 48 saatlik
inklbasyon surelerinin sonunda hicre pelletlerinden geri kazanilamayan az
miktardaki kolesterolin htcreler tarafindan metabolize edildigi ya da
tamamen hiicre membranlarinin yapisina dahil oldugundan tespit edilemedigi

disindlmektedir.

% 0,1 oraninda safra igeren besiortaminda 19 saatlik (%34) ve 48 saatlik
(%40) inkObasyon surelerinin sonunda en yiksek kolesterol giderimini
gergeklestiren B3 susunun EPS Uretiminin de ylksek olmasi (211 mg/L)
dikkat cekicidir. ikinci derecede yiiksek EPS (iretimine sahip (200 mg/L)
ATCC 11842 susu da B3 susundan sonra en ylksek kolesterol giderimine
sahip ikinci sus olarak tespit edilmistir. Suglarin EPS Uretim kapasiteleri ile
kolesterol giderimi arasindaki iligki istatistiksel olarak da belirlenmistir (48
saatlik inklilbasyon slresinin sonunda tim suslar i¢in %0,0; %0,1; %0,2 ve
%0,3’lik safra konsantrasyonlarindaki EPS Uretimi-Kolesterol giderimi
iligkisinin “r” degerleri sirasiyla 0,87; 0,79; 0,73 ve 0,75 olarak tespit
edilmistir). Elde edilen bu sonuclar 1si§inda bakteriler tarafindan Uretilen EPS
ile kolesterolun bir etkilesime girerek, EPS’nin lifli gidalara benzer bir etki
gOstermek suretiyle besiortamindaki kolesteroli bakteri hiicresine baglamis

olabilecegini disinmekteyiz.

Nakajima H. ve arkadaslar (1992) tarafindan EPS Ureten laktik asit
bakterileri ile fermente edilmis sUtin kolesterol disuricl etkisini belirlemek
Uzere bir calisma yapilmigtir. Bu sekilde fermente edilmis sit tlketiminin,
kobaylardaki serum kolesterol seviyelerini belirgin bir sekilde dustrdigu
tespit edilmigtir. Oysa EPS Uretmeyen sus ile fermente edilmis sitin

tiketiminin ise kobaylarin kolesterol seviyelerini disirmedigi belirlenmistir.
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Aragtiricilar  tarafindan  bakteriyel  ekzopolisakkaritlerin ~ kolesterold
baglayabilme 0&zelligine sahip lifli gidalara benzer bir etki gdstererek
kolesterolin bagirsaklardan emilimine engel oldugu ve bdylece serum

kolesterol seviyelerinin dismesini sagladigi éne surtlmustar [66].

Yapilan baska bir calismada da kolesterolin ince bagirsakta gelismekte olan
laktobasillerin hucrelerinin yapisina katilmasi ya da hicrelere baglanmasi
durumunda kolesteroliin bagirsaklardan emilmesinin mimkin olamayacagi

ve bu suretle kana karismasinin engellenmis olacagi bildirilmigtir [61].

Bizim yapmis oldugumuz calismada da ylksek EPS Uretimine sahip olan
suslarin, disik EPS dretimine sahip olan suglardan daha fazla kolesteroll
uzaklastirdigr tespit edilmisti. Ayni zamanda besiortamindan eksilen
kolesterollin blyuk bir kisminin herhangi bir degisiklige ugramaksizin hiicre
pelletlerinden geri kazanilabildigi de saptanmisgtir. Elde edilen tim bu veriler
dogrultusunda besiortamindan kolesterol gideriminin bakteriler tarafindan
uretilen ve hicre duvarina bagh olarak bulunan ekzopolisakkaritler ile
besiortamindaki  kolesterol arasinda gerceklesen bir etkilesimden

kaynaklanmis olabilecegi 6ne surulebilir.

Galismamizda kolesterol giderimi kapasiteleri bakimindan test edilen B3,
G11, ATCC 11842 ve A13 suslar tarafindan maksimum kolesterol
gideriminin ilk 19 saatlik inkilbasyon suresi icerisinde gerceklestigi bununla
birlikte 19. saatten sonra da bir miktar kolesterol gideriminin meydana geldigi
belirlenmistir. B2 susu icin ise durumun biraz daha farkli oldugu géralmastar.
B2 susu tarafindan da besiortaminda bulunan kolesterolin buytk bir kismi ilk
19 saatlik inkUbasyon siresi icerisinde besiortamindan uzaklastiriimigtir.
Bununla birlikte 19. saatten sonra %0,0 ve 9%0,3lUk safra
konsantrasyonlarinda bir miktar kolesterol giderimi gerceklesmis ancak %0,1
ve %0,2lik safra iceren besiortamindaki kolesterol miktarinda 19. saatten
sonra belirgin bir degisiklik olmamistir (Bkz. Cizelge 4.4). Kolesterol

gideriminin blyUk oranda ilk 19 saatlik siUre igerisinde gerceklesmesinin
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bakterilerin logaritmik fazda olmasindan kaynaklandigi; bunu takip eden sire
icerisinde bakteriler durgun faza gecis yaptiklarindan yavaglayan metabolik
faaliyetlere bagh olarak kolesterol giderimi kapasitelerinin de azalmis

olabilecegdi disundlmektedir.

Brashears ve arkadaglari (1998) tarafindan yapilan benzer bir calismada test
edilen tim L. casei kilturleri tarafindan maksimum kolesterol gideriminin 20

saatlik inkiibasyon siresinin sonunda gergeklestigi belirlenmigtir [61].

Gillland ve Walker (1989) adli arastiricilarin yaptigi bir calismada ise
kolesterol asimilasyonu yetenekleri bakimindan test edilen tim L. acidophilus
suglar tarafindan maksimum Kkolesterol asimilasyonunun 16 saatlik
inkilbasyonun erken saatlerinde gerceklesmis olabilecegi ileri stralmusttr
[97].

Yapmis oldugumuz calismadan elde edilen sonuclar i1siginda bakterilerin
kolesterol giderimi kabiliyetlerinin blyUk oranda gelisimlerine bagh oldugu ve
kolesterol gideriminin temel olarak metabolik faaliyetlerin en hizli oldugu
logaritmik fazda gerceklestigi ileri surUlebilir. Ancak c¢aligmamizda test
ettigimiz suslar tarafindan maksimum kolesterol gideriminin 48 saatlik

(durgun faz) inkiibasyon slresinin sonunda meydana geldigi saptanmistir.

Gelismekte olan, dinlenme halindeki ve cansiz hicreler tarafindan kolesterol
giderimini belirlemek Uzere yapilan ¢alismamizin sonucunda tiim suslar igin
gelisme sirasinda uzaklastirilan kolesterol miktarinin dinlenme halindeki ve
cansiz hicreler tarafindan besiortamindan uzaklastirilan miktardan daha
fazla oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira cansiz hicrelerin  dahi
besiortamindaki kolesteroll belirli bir oranda azaltabildigi saptanmigtir (Bkz.
Sekil 4.1). %0,3 oraninda safra ve 100 pg/mL oraninda kolesterol iceren
ortamda 19 saat inkUbasyonun sonunda en yiksek kolesterol giderimi
gelismekte olan (%23), dinleme halindeki (%14) ve cansiz (%10) B3 susu

hicreleri tarafindan; en disik kolesterol giderimi ise gelismekte olan (%9),



63

dinleme halindeki (%4) ve cansiz (%3) A13 susu hicreleri tarafindan
gerceklestirilmistir.

Liong ve Shah adli arastinlar tarafindan 2005 yilinda gelismekte olan, cansiz
ve dinlenme halindeki Lactobacillus susglarinin  kolesterol giderimi
yeteneklerini belirlemek icin yapilan benzer bir ¢alismanin sonucunda 6lu
hucreler ile dinlenme halindeki hicrelerin kolesterol giderimi kapasiteleri
arasinda belirgin bir fark gértilmemekle birlikte (P<0,05), genel olarak fosfat
tamponunda (pH 6,8) dinlenmekte olan hicrelerin 6l0 hiicrelere kiyasla daha
fazla kolesteroll uzaklastirabildigi tespit edilmistir. Arastiricilar tarafindan 610
ve dinlenme halindeki hdcrelerin bulundugu ortamdaki kolesteroliin bakteri
hiicrelerine baglanmak suretiyle besiortamindan uzaklastirilmis olabilecegdi
ileri sOrtlmustir. Gelismekte olan hcreler tarafindan ¢ok daha fazla
miktarda kolesteroliin uzaklastirilmig olmasi ise hUlcrelerin gelisimi ile
kolesteroll baglama yetenekleri arasinda kuvvetli bir iligkinin olmasi ile

aciklanmistir [95].

Calismamizda elde edilen sonugclara dayanilarak kolesterol gideriminin temel
olarak gelismekte olan hicreler tarafindan gerceklestirildigi belirlenmistir. Bu
durum bakterilerin kolesterol giderimi kapasitesinin hdcrelerin gelisimi ile
alakali olmasiyla ac¢iklanabilir. Ancak calismamizda elde edilen sonuglar 6lU
hicrelerin dahi bir miktar kolesteroll besiortamindan uzaklagtirabildigini
ortaya koymustur. Yapilan benzer bir ¢alismada 6l0 hicreler tarafindan
gerceklestirilen kolesterol gideriminin besiortamindaki kolesterolin hicrelere
baglanmig olmasindan kaynaklaniyor olabilecegi ileri strtlmastar [6]. Ayrica
6l0 hucrelerin de kolesterol giderimi kabiliyetine sahip olmasindan dolayi
canlihgini  kaybetmis hicrelerin dahi sindirim kanalindaki kolesterol

konsantrasyonunu azaltma potansiyelinin bulundugu éne sarulebilir.

Probiyotiklerin insan saghgr Uzerine olumlu etkileri hemen hemen tim
arastirmacilar tarafindan kabul edilmektedir. Fakat bu bakterilerin olumlu

etkileri, etkin olduklari alan olan bagirsaga, canl ve belirli bir sayinin
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Uzerinde ulasmalari ile mdmkin olmaktadir. Uluslararasi Sutgllik
Federasyonu bakterinin olumlu etkilerinin gbzlenebilmesi icin alinan
probiyotik bakterinin canli olmasi ve en az 107 cfu/g miktarinda olmasi
gerektigini bildirmiglerdir. Bununla beraber yapilan calismalar probiyotik
artnlerin  istenilen miktarda ve canh mikroorganizma icermedigini
gbstermigtir. Arastirmacilar sonugta bakterilerin olumsuz ¢evre sartlari altinda
canliiginin  korunmasi igin farkli metotlar kullanmaya baglamiglardir.
Tutuklama metotlari da bu baglamda kullaniimig ve olumlu sonuclar elde
edilmistir [80, 100].

Tutuklama c¢aligmasinda kullaniimak Uzere farkh safra konsantrasyonlarinda
gelisme ve kolesterol giderimi kapasitesi bakimindan test edilen ve farkli
oranlarda EPS (retimine sahip 5 sus arasindan yiksek oranda EPS
dretimine sahip, safraya karsi direngli ve kolesterol gideriminde etkili olan B3
susu secilmigtir. Tutuklama igleminde polimer olarak alginat kullaniimistir.
Ucuzlugu, kullanim kolayligi, dogal elde edliligi, asidik ortamlara direncliligi ve
canli i¢in toksik olmamasi nedeniyle bu madde birgok arastirmaci tarafindan
tercih edilmigtir [78, 80].

Calismamizda tutuklanmis ve serbest B3 susu hiicreleri tarafindan kolesterol
giderimi oranlarinin farkh oldugu tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.5). Elde
edilen sonuglara go6re tutuklanmig hicrelerin serbest hicrelere kiyasla
kolesterol gideriminde daha etkili oldugu belirlenmistir. Serbest hicrelere
kiyasla tutuklanmis hicreler tarafindan daha fazla kolesterolin alinmig
olmasi tutuklama materyali olarak kullandigimiz kalsiyum alginat ile
kolesterol arasinda meydana gelen bir etkilesimle iliskilendirilebilir. Diger bir
ifade ile besiortamindaki kolesterolin tutuklama materyali olarak kullanilan

kalsiyum alginata baglanmis olabilecegi éne sarulebilir.

Jones ve arkadaslari (2004) tarafindan genetik olarak modifiye edilmis ve
tutuklanmis L. plantarum 80 (pCBH1) susunun safra tuzu dekonjugasyonu

aktivitesi ile kolesterol giderimi kabiliyetini belirlemek Uzere bir calisma
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yapiimistir. Calismanin sonucunda tutuklanmig hiicrelerin safra tuzlarini etkili
bir sekilde dekonjuge edebildigi tespit edilmis ve bu 6zelligine dayanilarak L.
plantarum 80 (pCBH1) susunun safra tuzlarinin dekonjugasyonu
mekanizmasi ile kolesterol digturme potansiyeline sahip oldugu bildirilmigtir
[62].

Literatirde besiortaminda mevcut olan kolesteroliin tutuklanmis hcreler
tarafindan dogrudan gideriminin arastirildigi  herhangi bir calismaya
rastlanilmamistir. Yapmis oldugumuz calismada elde ettigimiz sonuglar
probiyotik 6zellige sahip ve kolesterol giderimi bakimindan etkili suslarin
tutuklanarak kullaniimasinin suslarin kolesterol giderimi yeteneklerini olumlu
ybnde etkiledigini ortaya koymustur. Bu sebeple yapmis oldugumuz bu

calismanin bu alanda orijinal oldugunu disinmekteyiz.

B3 susunun tutuklanmis hcrelerinin %0,3’lik safra konsantrasyonuna
serbest hilicrelere gére daha direngli oldugu g6zlenmistir (Bkz. Cizelge 4.6).
Bu konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada safra tuzlarina kargi tutuklanmig
hicrelerin daha direngli oldugu saptanmistir. Hatta tutuklanmamis hicrelerde
canhlik kaybinin, tutuklanmis hlcrelerdeki kayiptan 2 kat daha fazla oldugu
bildirilmistir [100].

Tutuklama calismamizin sonucunda tutuklama isleminin kolesterol giderimi
potansiyeline sahip olan suslarin kolesterol giderimi kapasitelerini olumlu
yonde etkiledigi ve tutuklanmig kaltdrlerdeki canli mikroorganizma sayisinin
serbest hicrelere kiyasla daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu sebeple
probiyotik mikroorganizmalarin canhliklarini  korumalari ve probiyotik
fonksiyonlarini etkili bir sekilde gergeklestirebilmeleri igin tutuklama isleminin

glvenli bir ydbntem oldugu ileri strllebilir.

Laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen ekzopolisakkaritler fermente Griinin
daha kivamli ve yumusak olmasini saglar. Probiyotik ézellik olarak EPS’nin;

bakteriyi sivi kaybina, makrofajlara, fagositoza, bakteriyofajlara, antibiyotik ve
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toksik bilesiklere karsi korudugu, ayrica metal iyonlarinin hicreye aliminda
g6revli oldugu bilinmektedir. EPS’nin diger bir 6nemli 6zelligi ise bakterinin
ylzey tutunmasinda yapistirici (slime) isleve sahip olmasi ile bulundugu
ortama tutunma ve biyofilm olusturmasinda etkili olmasidir. Butin bu
Ozellikler, EPS Ureten bakteriye bulundugu ortamda stabil olarak kalabilme ve
dominant olarak kolonize olma 6zelligi saglamaktadir. Ayrica EPS’lerin
immun sistemi tesvik ettigi antitimoral ve kolesterol dusurlcl etkiye sahip
oldugu da saptanmistir [101].

Calismamizda elde edilen sonuglar Kkolesterol igeren besiortaminda
geligtirilen suglar ile kolesterol icermeyen kontrol besiortaminda gelistirilen
suslar tarafindan dretilen EPS miktarlari arasinda belirgin bir fark (r=0,99)
tespit edilmemistir (Bkz. Cizelge 4.7). Ancak kolesterollll besiortaminda
inklbe edilen suglarin kolesterol igermeyen besiortaminda gelistirilen
suslardan daha ¢ok miktarda EPS Urettigi belirlenmistir. Baska bir ifade ile
kolesteroliin EPS Uretimini stimUle ettigi saptanmistir.

Literatirde kolesterolin EPS Uretimi Uzerine etkisinin arastirildigi herhangi
bir c¢alismaya rastlanilmamistir. Bu sebeple yapmis oldugumuz bu

¢alismanin bu alanda orijinal oldugunu disinmekteyiz.

Karacigerde Kkolesterolden sentezlenen safra asitleri, glisin ya da taurin
amino asitlerine baglanarak (amino asitler ile konjuge olarak) safra tuzlarini
meydana getirirler. Karacigerden ince bagirsaga konjuge formda salgilanan
safra tuzlar ise diyetle alinan yaglarin, kolesterolin, suda ¢ézlinen vitaminler
ile yagda ¢6zinen diger maddelerin bagirsaklardan emilimine yardim eder ve
bu goérevlerini tamamladiktan sonra bagirsaklardan geri emilerek
enterohepatik dolagim ile karacigere geri dénerler [69]. Safra tuzu hidrolaz
enzimi (BSH), gastrointestinal kanalda yasayan Lactobacillus spp., B.
longum, Clostridium perfringens ve Bacteriodes fragilis subsp. fragilis gibi

cesitli bakteri turlerinde bulunan ve safra tuzlarinin (glisin ya da taurin amino
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asitleri ile konjuge olmus safra asitlerinin) amino asit kdku ile safra asidine
hidroliz olmasini (dekonjugasyonunu) katalizleyen bir enzimdir [69, 70]. Bu
enzim memelilerdeki normal safra tuzu metabolizmasinin bir parcasi olarak
gbrev yapar ve serum kolesterol seviyelerinin kontroll bakimindan énem
tasir [70, 102].

BSH enziminin aktivitesi ile dekonjuge olmus safra tuzlar ince
bagirsaklardan kolesteroltn ve diger lipitlerin emiliminde konjuge safra tuzlari
kadar iyi fonksiyon gdsteremezler. Bdylece bagirsaklardan emilemeyen
kolesterol ve diger yadlar kana karigmak yerine feces ile atilir. Bunun yani
sira dekonjugasyon neticesinde agiga cikan serbest safra asitleri de geri
emilemez ve feces ile vucuttan uzaklastinilirlar. Vicuttan atilan safra
asitlerinin yerine kolesterolden yeni safra asitlerinin sentezlenmesi gerekir.
Bdylece vlcuttan ne kadar fazla safra asidi atilirsa, eksilen safra asitlerinin
yerine yenilerini sentezlemek icin vicuttaki kolesterol havuzundan o kadar
fazla kolesterol eksilir ve dolayh olarak serum kolesterol seviyeleri diger [61,
69].

Son yillarda yiksek kolesterol degerlerine sahip kisilerin serum kolesterol
seviyelerinin dusUrilmesi ya da serum kolesterol degerleri normal olan
kisilerde yUksek kolesteroliin énlenmesi igin laktik asit bakterilerinde bulunan
safra tuzu dekonjugasyonu yeteneginin kullanilmasi Uzerine yapilan

aragtirmalarin sayisinda artis meydana gelmistir [70].

Calismamizda kullandigimiz suslarin taurokolik asit (TCA) isimli safra tuzu
Uzerindeki dekonjugasyon etkileri arastiriimistir. Calismada test edilen tim
suglarin belirli bir oranda safra tuzu dekonjugasyonu aktivitesine sahip
oldugu tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.8).

Tanaka ve arkadaslari (1999) tarafindan farkli kaynaklardan izole edilen
laktik asit bakterilerinin BSH aktivitelerini belirlemek (zere yapilan bir

¢alismanin sonucunda feces ya da bagirsak kokenli bakterilerin %59’unun,



68

diger kaynaklardan izole edilen bakterilerin ise %27’sinin BSH aktivitesi
sergiledikleri  tespit edilmistir. Bu sonuglara dayanilarak laktik asit
bakterilerinin sahip olduklari BSH aktivitesinin bakterinin dogal habitati ile

dogrudan iligkili oldugu 6éne surtlmustar [70].

Calismamizda kullanilan suglar yogurt kékenli olmalarina ragmen tamaminin
%15,0 ile %35,5 arasinda degisen oranlarda BSH aktivitesine sahip oldugu
tespit edilmistir.

Chikai ve arkadaslan (1987) tarafindan yapilan bir calismada c¢esitli bakteri
tdrlerinin safra tuzu dekonjugasyon kabiliyetleri arastiriimigtir. Calismanin
sonucunda safra tuzu dekonjugasyonunda meydana gelen artisin safra asidi
atilimini da artirdidi tespit edilmistir. Ayni zamanda dekonjugasyondan aciga
¢clkan serbest safra asitlerinin lifli gidalara yapistigi gibi bakterilere
yapismasinin yuksek miktarlarda safra asidi atilimina yol agacagi ileri

suralmastar [103].

Calismamizda safra dekonjugasyonu yetenekleri bakimindan test edilen
suslarin tamami belirli miktarlarda EPS Uretme kapasitesine sahip olan
suslardir. En yUksek dekonjugasyon aktivitesi %35,5 ve %34,5 degerleri ile
sirasiyla ATCC 11842 ve B3 suslarinda saptanmistir. Bu suslarin ayni
zamanda hem ylksek EPS Uretimine sahip hem de kolesterol gideriminde
etkili oldugu da belirlenmistir. Suslarimizin sahip oldugu dekonjugasyon
aktivitesi sonucunda acgiga c¢ikan serbest safra asitleri yine bu suslar
tarafindan Uretilen EPS’ye baglanarak feces ile vicuttan atilabilir. Bdylece
dolayh olarak vicuttaki kolesterol havuzundaki kolesterol miktarinda bir

azalmanin meydana gelecegi digtntlmektedir.

Calismamizin sonucunda safra toleransi ile kolesterol giderimi; safra
toleransi ile safra tuzu dekonjugasyonu ve son olarak kolesterol giderimi ile
safra tuzu dekonjugasyonu arasinda belirgin bir iligki tespit edilmemigtir.

Ornegin, nispeten yilksek EPS (retimine fakat oldukca disik bir safra
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toleransina sahip olan G11 susunun kolesterol giderimi kapasitesinin, G11
susundan daha disik EPS Uretimine ve daha yuksek safra toleransina sahip
olan B2 susundan daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu iki susun safra
dekonjugasyonu aktivitelerinin ise birbirine yakin degerlerde oldugu
saptanmistir. Bununla beraber yiiksek oranda EPS Uretimine sahip olan ve
yuksek safra toleransi gésteren B3 susunun hem kolesterol giderimi ve safra
tuzu dekonjugasyonu kapasitelerinin  her ikisinin de yuksek oldugu

belirlenmigtir.

L. acidophilus suslarinin safra toleransi, safra tuzu dekonjugasyonu ve
kolesterol asimilasyonu 6zellikleri arasindaki iligkiyi belirlemek Gzere yapilan
bir calismada genel olarak kolesteroll asimile edebilen suslarin ayni
zamanda dekonjugasyon aktivitesi gésterdikleri ve safraya karsi toleransli
olduklar belirlenmistir. Ancak safra toleransi ile kolesterol asimilasyonu,
safra toleransi ile safra tuzu dekonjugasyonu, ve kolesterol asimilasyonu ile
safra tuzu dekonjugasyonu arasinda belirgin bir korelasyon tespit edilmedigi
bildirilmigtir [72]. Bizim calismamizda elde edilen sonuglar 1s1dinda da test
edilen her bir 6zelligin susa 6zgl ve birbirinden bagimsiz nitelikler oldugu

one surilebilir.

Yogurt kokenli laktik asit bakterilerinin  kolesterol giderimi ve safra
dekonjugasyonu etkilerinin arastinlldigi bir kaynaga dinya literatGriinde
rastlanmamistir. Kolesterolin bakterilerin hiicre duvarina baglanarak giderimi
ya da safra tuzu dekonjugasyonu mekanizmalarindan her ikisi de
insanlardaki serum kolesterol konsantrasyonlarinin  kontrol altinda

tutulmasinda potansiyel olarak 6nem arz etmektedir.

Sonug olarak, yapmis oldugumuz ¢alismada kolesterol giderimi ve safra tuzu
dekonjugasyonu 6zellikleri bakimindan test edilen ve probiyotik olarak
kullanilabilecek yogurt kokenli 5 adet L. delbrueckii subsp. bulgaricus
susunun hepsinin belirli oranlarda kolesterol giderimi ve safra tuzu

dekonjugasyonu yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte bu 5
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sus arasindan B3 susunun ylksek oranda EPS Uretimi, safra toleransi,
kolesterol giderimi kapasitesi ve BSH aktivitesi bakimindan Ustiin 6zellikler
sergiledigi tespit edilmigtir. Bunun yani sira bu susun tutuklama sonrasi
kolesterol giderimi 6zelligini korudugu ayrica tutuklamadan dolay! safraya
karg! direncinin de arttigi gdzlenmistir. Bltlin bu avantajlara ve elde ettigimiz
sonuglarimiza goére, probiyotik veya starter olarak kullanilacak kulttrlerin
tutuklanmis olarak kullaniimasini énerebiliriz. Ayrica tim bu 6zelliklerinden
dolayi B3 susunun tek basina ya da kolesterol giderimi yetenegine sahip olan
ve safra tuzlarini dekonjuge edebilen probiyotik bir kiltur ile yiksek oranlarda
EPS (retebilen suslarin kombine edilerek zengin kolesterol disuricl
aktiviteye sahip kaliteli, saghga faydal ve stabil bir fermente st Grinindn

dretiminde kullanilabilecegini 6nermekteyiz.

Galismamizda elde ettigimiz bu sonuglarin daha sonraki probiyotik
calismalarina 1sik tutacagini, ayni zamanda, bu 6zellige sahip probiyotik
kaltdrlerin tip alanindaki klinik uygulamalarda da kullanima sunulabilecegini

disinmekteyiz
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