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KEFIRIN LIPID PEROKSIDASYONUNA ETKILERININ ARASTIRILMASI*
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Ozet: Bu ¢alismada, CCl,, CCl, + vitamin E ve CCl, + kefir verilen farelerin eritrosit paketi ve kan plazmasinda lipid
peroksidasyon diizeyi rediikte glutatyon (GSH) miktari, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) enzim aktivitelerinin
belirlenmesi amaglandi. Calismada 40 adet Swiss albino erkek fare kullamildi. Fareler deneme 6ncesi bir hafta adaptasyon
saglamak amaciyla standart fare yemi ve su ile ad libitum beslendi. Sonra tesadiifi olarak 4 esit gruba ayrilan hayvanlara oral
yolla 7 hafta boyunca giinliik olarak her giin saat 9 ® da I. Gruba (kontrol n:10) standart fare yemi + su, II. Gruba (n:10) 1.5
ml/kg CCl,, IIL Gruba (n:10) 1.5 ml/kg CCl, + 30 ml/kg kefir, IV. Gruba (n:10) ise 1.5 ml/kg CCl, + vitamin E 250 mg/kg (DL
a-tocopherol asetat) verildi. Kefir 6rneklerinde genel aerop mezofilik canl, laktik asit bakterileri, laktik streptokok, enterokok,
total koliform ve maya sayilati sirasiyla 1.04x10° kob/ml, 9.87x10° kob/ml, 4.38x10° kob/ml, 7.80x10* kob/ml, 0 kob/ml ve 1.26
x10° kob/ml olarak bulundu. Kefir ve vitamin E uygulanan gruplarda plazma MDA diizeyleri anlamli derecede diisiik (p<0.01),
GSH diizeyi, GSH-Px ve CAT aktiviteleri ise yiiksek bulundu. Kontrol ve II. Grup arasindaki lipid peroksidasyonu farki istatistiki
agidan anlamh (p<0.01) bulundu. Sonug olarak, kefirin GSH, GSH-Px ve CAT iizerine indiikleyici rol oynadig: ve lipid
peroksidasyonunu azaltma yoniinde vitamin E den daha etkili oldugu goriildii.

Anahtar sozciikler: Kefir, antioksidan enzimler, vitamin E, lipid peroksidasyonu.

The Investigation of Kefir Effect on Lipid Peroxidation

Summary: The aim of work was to determine the levels of lipid peroxidation in erytrocyte pack and blood plasma by
measuring the activity of glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) and to estabilish the levels of reduced glutathione
(GSH) in the red blood cells (RBC) of Siwis Albino mices treated with various levels CCl,, CCl, + vitamin E and kefir. Total of
40 Swiss albino mal emice were used in the study. During a week of adaptation 2 period, mice were fed ad libitum with Standard
moase fed and tap water. Randomly assorted into following groups: Group I (n: 10): Animals were put on a normal diet and
sham-treated with 1.5 ml/kg distilled water through oral gavage, daily for 7 weeks; this group of animals served as control. Group
II (n:10): Animals were put on a normal diet and treated with 1.5 ml/kg b.w CCl, dissolved in 1.5 ml distilled water through oral
gavage, daily for 7 weeks. Group III (n:10): Animals were put on a normal diet and treated with 1.5 ml/kg b.w CCl, + 30 ml/kg
b.w kefir through oral gavage, daily for 7 weeks. Group IV. Group (n: 10): Animals were put on a normal diet and treated with
1.5 ml’/kg BW CCl, + 250 mg/kg BW vitamin E (DL o-tocopherol asetat) oral gavage, daily for 7 weeks. At the end of
microbiological analysis of kefir, the avarage total mesophylic aerobic colony counts, lactic acid bacteria, lactic streptococcis,
enterococcis, total coliforms and mould counts were found to be 1.04x10° cfu/ml, 9.87x10* cfu/ml, 4.38x10* cfu/ml, 7.80x10*
cfu/ml, 0 cfu /ml and 1.26 x10° cfu/ml respectively. The plasma MDA levels of CCl, treated groups were markedly low while
GSH levels with GSH-Px and CATactivities were significantly high than that of controls. Difference between control Group and
Group Il was statistically important. As a result, kefir has played a inducible role on the GSH, GSH-Px and CAT, and was more
effective than that of vitamin E on the lovering the lipid peroxidation. Separatly used of the vitamin E and kefir indducated that
kefir is more efficacy than vitamin E in the prevation of the hazardous effects.

Keywords: Kefir, antioxidan enzyms, vitamin E.

GIRIS makrofajlar ve metabolik aktif hiicreler de siiper oksit

anyonu {retilir’. Eritrositlerde lipid peroksidasyonu-

Aerobik organizmalarda, molekiiler oksijenin varli-
g1 ve bunlarin elektron alma egiliminden dolayt, hiicre-
lerde siirekli reaktif oksijen tiirleri ve bunun sonucu
olarak da lipid peroksidasyon iirtinleri olusur'. Bu ne-
denle eritrositler siirekli olarak hiicre ici ve hiicre disi
serbest radikallere maruz kalirlar. Ciinkii poliansatiire
yag asitlerince zengin olan eritrosit zarlar birden ¢ok
mekanizma ile siirekli olarak siiper oksit anyonlarinin
olugsmasina neden olurken® ayni zamanda graniilositler,

nun artmasinin bir diger nedeni de serbest radikaler
artarken antioksidanlarda goriilen azalmadir. Normal
eritrosit, oksidatif hasara kars:1 olduk¢a direnclidir.
Ciinkii etkin bir korunma mekanizmasi olusturan CAT,
SOD, GSH-Px gibi antioksidan enzim sistemine sa-
hiptir. Ancak alinan toksik madde orani enzim kapasi-
tesini asarsa serbest radikaller, zar yapisindaki doyma-
mug yag asitlerinin oksidasyonu ile olusan lipid hidro-
peroksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesenlere do-
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niismesiyle sonuglanir. Béylece membran yapisi bozu-
lur ve fonksiyonu etkilenir’. Karbon tetrakloriir hiicre-
de boyle bir toksik etki gosteren kimyasal bir madde-
dir. Son yillarda bu iiriinlerin olumsuz etkilerinin azal-
tilmasi veya ortadan kaldirilmasi yoniinde gesitli no-
nenzimatik antioksidan besinlerin tespiti ¢aligmalar
yogunluk kazanmustir. Bu besin maddelerinden birini
de kefir olusturmaktadir.

Kefir, asit ve alkol fermantasyonunun birlikte geli-
simi ile olusan fermente bir siit tiriiniidiir'. Siitteki tiim
besin 6gelerini igerdigi i¢in beslenme degeri oldukc¢a
yiiksektir. Siite gore vitamin B, B, ve folik asit yo-
niinden zengindir. Alkol ve karbondioksit icermesi ke-
firin en 6nemli iki ozelligidir’. Kefir, kefir graniilii, ta-
ze kefir veya kefir starteri ile hazirlanmaktadir. Mikro-
organizma kompozisyonu graniiller arasinda farkliklar
gosterebilmektedir®®. Genel olarak laktokoklar, homo-
fermentatif ve heterofermentatif laktobasiller, mayalar
ile asetik asit bakterileri bulunur™’. Graniillerden Can-
dida kefir, Saccharomyces serevisiae, Sac. delbrueckii,
Cand. holmii, Sac. unisporus ve Sac. lypoliticus"" gi-
bi mayalar ve ayrica Lactobacillus brevis, Lb. virides-
cens, Lb. casei, Lb. kefir, Lb. kefiranofaciens, Lb. kefi-
ranum, Lb. parakefir, Leuconostok tiirleri ve Lacto-
coccus lactis identifiye edilmigtir™ ",

Kefirin insan sagligi iizerine bir¢ok faydasinin ol-
dugu, bazi hastaliklardan korunmada ve tedavisinde
rol oynadig1 bilinmektedir'**®, Invivo ve invitro olarak
yapilan gesitli ¢alismalarda, kefir ve kefir graniilleri-
nin antibakteriel antifungal***, antitumoral*'*"** hipo-
kolesterolemik?'# ve immunmodiilator'®*# etkisinin
bulundugu belirtilmistir. James ve ark.”, kefir siitii ve
graniillerinde de bulunan bir bakteri olan L. acidophi-
us iceren 200 ml fermente siitii giinliik olara tiiketen
hiperkolesterolemik bireylerde % 2.4-3.2 oraninda ko-
lesterol diizeyinde azalma meydana geldigini, her
%1’lik kolesterol azalmasinin kalp hastaliklari riskini
%3 oraninda azalttig1 bildirilmektedirler.

Ayrica Kafkaslarda insanlarin uzun yagamasin-
da fazla tiiketilen kefirin etkisinin oldugu belirtil-
mistir*®?’. Belirtilen olumlu etkilerine kargit ola-
rak kefirin ispat edilmis negatif bir etkisi bilinme-
mektedir.

Bu ¢aligmanin amaci, kimyasal ve mikrobiyolojik
yiikii belirlenen kefiri nonenzimatik bir antioksidan
olan vitamin E ile kargilastirmak suretiyle lipid perok-
sidasyonu ve bazi antioksidan enzim sistemi iizerinde-
ki etkilerini aragtirmaktir.
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MATERYAL ve METOT
Hayvan gruplarmin olusturulmasi

Caligmada 40 adet Swiss albino erkek fare deneme
oncesi bir hafta boyunca adaptasyon saglamak ama-
ciyla standart fare yemi ve su ile ad libitum beslendi
(Tablo 1). Daha sonra tesadiifi olarak 4 esit gruba ayri-
lan hayvanlara 12 saat 151k ve 12 saat karanlik, yakla-
stk 22+2°C 1s1 ve nem orani ortalama % 50+5 olan 6zel
bir ortam saglandi. Her giin saat 09 % da I. Gruba
(kontrol grubu ) standart fare yemi + su; II. Gruba 1.5
ml/kg CCl, + standart yem; III. Gruba ise ayni zaman
araliginda 1.5 ml/’kg CCl; +30 ml/kg kefir + standart
yem ve IV. Gruba da 1.5 ml/kg CCl,+250 mg/kg vita-

min E (DL a-tokoferol asetat) + standart yem verildi.
Uygulamaya 7 hafta devam edildi.

Tablo 1. Standart fare yeminin igerigi.
Table 1. The components of standard mice fed.

*Vitamin A,D3, E, K3, Bl ve B12, nikotinamid, folik asit, biotin, Mn, Fe,
Cu, I, Co, Se, antioksidan (buthilhidroksitoluen) ve Ca.

Kefir yapimi: Kefir yapiminda kullamilan siit, 90°C
de 10 dakika 1sitildiktan sonra bir kaba konuldu ve 25°C’ye
kadar sogutuldu, 1/2 litreye 20 gram kefir graniilii katild:
ve iyice karigtinldi. Kabm kapag kapatilip 22 °Cde 20 saat
fermentasyona birakildi. Fermentasyon sonunda graniiller
slizgecten gegirilmek suretiyle ayrildi. Siizgecte kalan gra-
niiller yeni bir kefir yapimu icin kullanildr**. Elde edilen
kefir 4°C de 24 saat tutulduktan sonra bu 1sida bekletilerek
belirtilen oranlarda farelere giinliik olarak verildi ve aym
zamanda kimyasal ve mikrobiyolojik analizlerde kullanil-
di. Her ii¢ giinde bir yeni kefir yapild: ve bunlar da analiz
edildi.

Kefirin kimyasal analizleri: Numunelerin kuru
madde, yag ve kiil miktarlari ile asidite degerleri ve lak-
toz miktan standart metotlar kullanilarak belirlendi®*.
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Kefir mikroflorasi: 25 ml kefir 225 ml % 0.1°lik
steril peptonlu su soliisyonu iizerine ilave edilerek
blenderde (Waring, 32BL.80, New Hartford, Conn.
USA) diisiik devirde homojenize edildi ve bu sekilde
elde edilen homojenizatin yine aym soliisyon ile 10*
‘e kadar desimal seyreltileri hazirlandi. Daha sonra her
bir bakteri grubu i¢in uygun seyreltilerden secilen be-
siyerlerine ekimler yapildi.

Genel aerop mezofilik mikroorganizmalarin belirlen-
mesinde plate count agar (Oxoid, CM 463) kullanildi ve
petriler 35°C°de 48 inkiibe edildikten sonra tireyen tiim
koloniler sayildr*. Laktik asit bakterilerini saymak ama-
ciyla MRS agar (MRS-Oxoid), kullanild: ve petri plaklar
30°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra plaklar deger-
lendirildi**'**. Laktik streptokoklarin belirlenmesi i¢in
kullanilan M17 agar (Oxoid-CM), 30°C’de 48 saat in-
kiibe edildi*'**. Enterokoklarin belirlenmesinde Slanetz
ve Bartley agar (SBA-Oxoid, CM 377), kullanild1 ve
plaklar 35°C’de 48 saat inkiibe edildi*. Total koliform
grubu bakteri sayilarmm belirlenmesinde violet red bile
agar (Oxoid, CM 107), kullanildi. 37 °C’de 24 saat inkii-
be edildikten sonra plaklardaki kirmizi koloniler deger-
lendirmeye alindr*'. Maya sayisinin belirlenmesinde ise
%10’1uk tartarik asit kullanarak pH’s1 3.5’e ayarlanmis
olan potato dekstroz agar (Oxoid, CM) kullanildi. Petri-
ler 22°C’de 5 giin inkiibe edildikten sonra degerlendiril-

dijll.jl.ﬁu

Kan orneklerinin alinmasi

Uygulamanin 49. giiniinde eter anestezisi altinda
heparinli enjektorler ile kanlar alindi ve 15 dakika
2500 g de +4°C de santrifiijasyonla plazmalar ¢ikaril-
di. Plazmalar analiz giiniine kadar —20°C de derin don-
durucuda saklandi. Eritrosit paketi i¢in hemolizat 3
kez % 0.9’luk sodyum klorid ile yikandi ve 9 oraninda
diionize su ile karistirilarak —20°C 18 saat saklandi.

Lipid peroksidasyonu ve enzim analizleri

Plazma MDA diizeyleri Placer ve ark.* belirttigi
metod ile tayin edildi. Bu metod lipid peroksidasyonu-
nun aldehid iiriinlerinden biri olan MDA ile Tiobarbi-
tirik asit (TBA) nin reaksiyonu temeline dayanir. Re-
diikte glutatyon, Sedlak ve Lindsay*’in belirttigi yon-
teme gore yapilirken; eritrosit glutatyon peroksidaz;
Lawrence and Burk®”un belirtikleri metoda gore tespit
edildi. Eritrosit katalaz aktivitesi ise Aebi* tarafinda
modifiye edilen H,0,’in pargalanmasi sonucu 240
nm’deki absorbans azalmasinin Sl¢iilmesine dayanan
metoda gore yapildi.
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Istatistiksel hesaplamalar

Istatistiksel hesaplamalar varyans analizi (ANO-
VA) yapilarak, her grubun kontrol grubuna gére farkini
belirlemek i¢in Student’s t-testi kullanildi. Sonuglar or-
talama+standart sapma olarak belirlendi ve P< 0.05,
P<0.01diizeyinde istatistiksel farklilik gosterildi.

BULGULAR

Tablo 2’de kefirin kimyasal analiz sonuglar1 veril-
migstir. Tablodan da anlagilacag iizere kefirin bilesimi
daha ¢ok tiretildigi siitiin bilesimine benzemektedir.

Tablo 2. Kefirin kimyasal analiz sonuglari.
Table 2. The chemical analysis of kefir.

Sue 86.0-89.0
Kuru madde 11.0-14.0
Y e 2833
Stitgeken = 2729
Mineral madde 0.6-0.9

Tablo 3. Kefirin mikrobiyolojik analizleri.
Table 3. Microbiological analysis of kefir.

Aerop mezofilik canli 1.04x102 kob/ml,
Laktik asit bakterileri 9.87x108 kob/ml,
Laktik streptokok 4.38x108 kob/ml,
Enterokok 7.80x10* kob/ml,
Total Koliform 0 kob/ml

Maya sayilars 1.26x10° kob/ml

Tablo 4. CCl,, CCl, + kefir ve CCl, + vit. E uygulanan farelerde
lipid peroksidasyonu ve bazi antioksidan enzim diizeyleri.

Table 4. Lipid peroxidation and the level of some of the antioxi-
dant enzymes in mice fed with supplementation of CCl,, CCl, +
kefir and CCl, + vit. E.

. HLGrep IVGrup
- dsmmscay
T s ke
MDA(omol/ml) 090002 = S84:0.04%%  2.62:0.04*  2.92:0.02°*
GSH(nmol/ml) 1564002  0.90:0.04%*% 1.65:0.04% 1.3240.02¢
GSH-Px(U/gHb) 3238+1.70 2922147 3554:008%* ' 34.1ds] 724+
CAT(KmgHb) ~ 294:272  27.4s2.14%*  288:275%  284:02*

P<0.05%, p<0.01**

TARTISMA ve SONUC

Kefirin antioksidan etkisi icerdigi laktik asit bakte-
rilerinden kaynaklanmaktadir®®. Ayrica bu bakteriler
tarafindan olusturulan ¢ok sayida metabolik iiriin sap-
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rofit ve patojen bakteriler iizerine gii¢lii inhibitor etki
yapmaktadir. Garrote ve ark.®, farkli sartlarda saklan-
mis graniillerden elde edilen kefirin 10°-10" cfu/ml
laktokok, 10°-10" cfu/mi laktobasil ve 10°-107 cfu/ml
maya icerdigini belirtmislerdir. Marshall®, ise incele-
digi kefirlerden 10° cfu/ml laktokok, 10° cfu/ml lakto-
basil ve 10° cfu/ml maya izole etmistir. Bir diger ¢a-
ligmada®, incelenen kefir orneklerinde 10” cfu/ml lak-
- tobasil, 10"-10" cfu/ml streptokok ve 10° cfu/ml ma-
ya saptanmugdir. Kilig ve ark.” kefirlerden 10° cfu/ml
laktokok, 10* cfu/ml laktobasil ve 10" cfu/ml oraninda
maya izole etmistir. Bizim ¢aligmamizda aerop mezo-
filik canli, laktik asit bakterileri, laktik streptokok, en-
terokok, total koliform ve maya sayilar1 sirasiyla
1.04x10° kob/ml, 9.87x10* kob/ml, 4.38x10* kob/ml,
7.80x10* kob/ml, 0 kob/ml ve 1.26 x10° kob/ml olarak
diger caligmalarla benzerlik gostermektedir.

Laktik streptokok ve laktobasil popiilasyonu daha
onceki calismalarda®*'*** oldugu gibi calismamizda da
mayalardan fazla bulunmustur. Koliform grubu bakte-
rilerin bulunmamasi kefir florasinin bu bakteriler tize-
rindeki baskilayici etkilerine baglanabilir. Nitekim Ki-
li¢ ve ark.”; kefirle beslenen farelerin gaitalarindaki
koliform grubu bakterilerin 6nemli oranda azaldigin,
Garrote ve ark.”, E. coli 3’iin kefir floras: tarafindan
inhibe edildigini bildirmiglerdir. Fermente siit iirtinleri
icin ortak bir ozellik olan laktoz miktarinin siite oranla
kefirde diisiik olmasi nedeniyle laktoza karsi duyarlili-
g1 olan (laktoz intolerans) kisilerce daha kolay sindi-
rilmektedir'*.

Vitamin E’nin bilinen en onemli antioksidan etkisi
doymamis yag asitlerinin oxidasyonunu 6nlemesi-
dir**. Bir fermente siit iirtinii olan kefirin antioksidan
ozelliginin esasini laktobasillerin olusturdugu, ornegin
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus
sp. SBT 2028 suslarinin antioksidatif etkide rol oyna-
dig1 kabul edilmelidir **.

Bu ¢aligmada kontrol grubunda MDA diizeyi
0.90+0.02 iken sadece CCIl, uygulanan grupta
5.84+0.04 nmol/ml olarak yiiksek bulundu. Lipid pe-
roksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyindeki
bu artisin tersine GSH-Px enzim aktivitesinde nemli
diizeyde azalig (P<0.01) olurken CAT aktivitesindeki
azalma daha az anlamli (p<0.05) bulunmustur. GSH
diizeyinde de benzer bir azalig gozlenmistir. Bulgulari-
miz daha 6nce kronik veya akut toksik zehirlenme ¢a-
lismalarda”™*® verilen sonuglarla uyumluluk i¢indedir.
Bildik ve ark.* tavsanlarda akut ve kronik CCl, uygu-
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lamasi ¢aligmalarinda deneme gruplarindaki MDA dii-
zeylerinin kontrol gruplarina oranla 6nemli bir artig
(p<0.05) gosterildigi ileri siiriilmektedir. Farelerle ya-
pilan bir diger calismada® 200 mg/kg damar i¢i veri-
len CCl,’iin protein oraninda artisa, antioksidan en-
zimlerde diisiise neden oldugunun bildirilmesi olasi
bir peroksidasyonla agiklanabilir.

Calismamizda E vitamini ve kefirden yoksun diyet-
le beslenen II. Gruptaki hayvanlarda CCl,’iin oksidatif
stres arttirabildigi lipid peroksidasyonuna neden oldu-
gu bu grupta lipid peroksidasyonunun yiiksek bulun-
masiyla agiklanabilir. Hiicrelerde oksidatif stres gos-
tergeleri yiikselirken, GSH seviyelerinde diisiis, bu-
nunla birlikte GSSH seviyelerinde yiikselme goriilebi-
lecegi ifade edilmektedir® Kefir ve vitamin E verilen
farelerde GSH-Px seviyelerinin yiiksek bulunmasi ve
lipid peroksidasyonunda diisiis gozlenmesi kefir ve
vitamin E destekli beslenmenin lipid peroksidasyonu
ve antioksidan enzim sistemi iizerine etkilerini dogru-
lamaktadir.

Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan plaz-
ma MDA diizeyi, CCl, ile birlikte vitamin E verilen
grupta diger gruplarda diisiik bir oranda tespit edilme-
si eritrosit GSH-Px ve GSH aktiviteleri CCl, ve vita-
min E uygulanan farelere gore anlamli derecede yiik-
sek bulunmasi, kefirin hem serbest radikal toplayici,
hem de antioksidan enzimlerin aktivitelerini artiric
yonde etki gosterdigini diisiindiirmektedir. Sonugta,
besleyici degeri yiiksek?, diyetetik, terapotik ve profi-
laktif etkili*****% bir iiriin olan kefirin daha iyi tanitil-
mas1 ve bu ozelliklerinin daha kapsamli aragtirmalarla
ortaya konulmasi gerektigi goriisiine variimustir.
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