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Krom III kloriir tuzuna maruz kalan mayalara C vitamini katilarak mayalarin
antioksidan enzimlerine etkisinin arastirilmasi

The research of the effects on antioxidant enzymes of yeasts exposed to chromium IlI
chloride salt by adding vitamin C
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Oz

Son zamanlarda biyokimyasal, biyoteknolojik ve toksikolojik c¢alismalarda mayalar oldukga sik kullanilmaktadir. Bu
calismada, maya (Saccharomyces cerevisiae) mikroorganizmasi iki farkli dozda (10 ve 40 pg/mL) krom III kloriir
(CrCl13.6H20) tuzuna 12, 24 ve 36 saat boyunca maruz birakilmistir. Krom tuzuna maruz birakilan maya 6rneklerine 10,
15 ve 20 pg/mL miktarlarinda C vitamini eklenmistir. Maya ve krom etkilesiminin mikroorganizmadaki bazi
biyokimyasal parametrelere etkileri incelenmistir. Oncelikle maya 6rneklerinin 12, 24 ve 36. saatteki canlilik oranlari
tespit edilmistir. Ayrica glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) ve Siiperoksit dismutaz (SOD)
antioksidan enzim aktivite miktarlar1 ile total protein miktarlar1 spektrofotometre ile dlgiilerek belirlenmistir. Calisma
sonucunda, maya Orneklerinde artan krom dozu ve siireye bagli olarak hiicre sayilar1 ve protein miktarlarinda azalmalar,
artan C vitamini dozu ve siiresine bagli olarak da hiicre sayilar1 ve protein miktarinda artislarin oldugu gézlemlenmistir.
Artan krom dozuna bagl olarak maya orneklerinin GSH-Px, GSH-Rd ve SOD enzim aktivite miktarlarinda artiglarin
oldugu tespit edilmistir. Kontrol ve diger gruplar karsilastirildiginda, kromun antioksidan enzim aktivite miktarlarini
artirdig1 belirlenmistir. Fakat besi ortamina eklenen farkli konsantrasyonlardaki C vitamininin, enzim aktivite miktarlarini
azalttig1 tespit edilmistir. Sonug olarak; kromun maya mikroorganizmasinda serbest radikal olusumunu artirdigi, eklenen
C vitaminin ise antioksidan 6zelliginden dolay1 serbest radikal olusumunu azalttig1 sonucuna varilmistir.
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Abstract

Recently, yeast are used frequently in biochemical, biotechnological and toxicological studies. In this study, yeast
(Saccharomyces cerevisiae) microorganism was exposed to chromium 111 chloride (CrCI3.6H20) salt in two different
doses (10 and 40 ug/mlL) for 12, 24 and 36 hours. 10, 15 and 20 ug/mL of vitamin C was added to the yeast samples
exposed to chromium salt. The effect of yeast and chromium interaction on some biochemical parameters in
microorganism were investigated. Firstly, the survival rates of yeast samples at 12, 24 and 36 hours were determined. In
addition, the amount of antioxidant enzyme activity of Glutathione peroxidase (GSH-Px), Glutathione reductase (GSH-
Rd) and Superoxide dismutase (SOD) and amounts of total protein were measured by spectrophotometer. It was observed
that the number microorganism and amounts of protein decreased depending on increasing chromium dose and time in
yeast samples, on the other hand, with the introduction of vitamin C, increase the number of microorganism along with
amount of protein. Depending on the increasing chromium dose, the activity enzyme GSH-Px, GSH-Rd and SOD of yeast
samples were found to be increased. When the control and other groups were compared, it was observed that chromium
increased the amounts of antioxidant enzyme activity. However, it has been obtained that different concentrations vitamin
C added to the nutrient medium reduces the amounts of enzyme activity. As a result; it was concluded that while chromium
increases the formation of free radicals in yeast microorganism, vitamin C, reduces the formation of free radicals due to
its antioxidant properties.
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1. Giris

Mayalar mantarlar dleminde yer almakta olup
yaklagik 1500 tiirtiniin oldugu bildirilmektedir
(Barnett vd., 2000; Boekhout vd., 2003). Mayalarin
hiicre yapilarinin  biiylikk oranda proteinler,
polisakkaritler, lipitler, niikleik asitlerden ve
inorganik maddelerden olustugu bildirilmektedir.
Maya hiicre zar1 genellikle protein, lipit ve fosfat
yapidadir (Walker, 2000; Ocal, 2008; Oztiirk,
2003). En iyi taninan maya ekmek veya bira
mayast  olarak  adlandirilan ~ Saccharomyces
cerevisiae’ dir (Barnett, 1992). Gida, icecek,
ozellikle sarap ve biyoyakit iiretim enddistrileri S.
cerevisiae’ nin kullanildig1 alanlardir (Maria vd.,
2020). Mayalar en fazla alkol iretimi, ekmek
yapiminda, tursularin yapiminda, vitaminler,
gliserol, lipidlerin ve proteinlerin tretiminde
kullanilmaktadir (Jakobsen ve Norvhus, 1996;
Hierro vd., 2004). Ayrica gida, kimya, ilag ve zirai
alanlarda da kullanilmaktadir (Hierro vd., 2004;
Kahvecioglu vd., 2004). S. cerevisiae’ nin zengin
bir folat kaynagi olarak kullanildigi bildirilmigtir
(Patring vd., 2005). Son zamanlarda S. cerevisiae
ve S. boulardii mayalar1 insan ve hayvanlarda
probiyotik olarak kullanilmistir (Blanguet vd.,
2001; Saegusa vd., 2004). Gliniimiizde mayalardan
tip alaninda da yararlanilmaktadir. Ozellikle
mikrobiyoloji, molekiiler genetik gibi bircok ana
bilim dalinda kullanilan organizmalar arasindadir.
Ayrica Clostridium difficile bakterisinin yol agtig1
kalin bagirsak iltihabi olan kolit hastaliginin
tedavisinde S. cerevisiae’ min probiyotik olarak
katki sagladigi bildirilmistir (Yagmur, 2006).
Mikroorganizmalarin kullanilarak zararli
maddeleri temizleme islemi c¢alismalarinda da
mayalar kullanilmaktadir. Ozellikle toksik agir
metal giderimi bunlardan birisidir (Zouboulis ve
Katsoyiannis, 2004).

Gilinlimiizde biyoteknolojik calismalarda
mikroorganizmalar  kullanilmaktadir. ~ Ozellikle
maya S. cerevisiae’ nin metal biyosorpsiyon
calismalarinda  yaygin  olarak  kullanildig
bilinmektedir. Ancak giinlimiize kadar yapilan
caligmalar, agir metallerin maya antioksidan enzim
sistemleri iizerindeki toksik etkilerini tam olarak
aciklayamamistir,  Bu  calisma ile  maya
mikroorganizmasinin gelisme ortamina degisik
konsantrasyonlarda ilave edilen krom metalinin
toksik etkisi ve bu toksik etkinin tolere edilmesinde
C vitamininin roliiniin arastirilmasi amaglanmgtir.
Bu amagla maya S. cerevisiae drneklerinin hiicre
sayilari, total protein miktarlar1 ve antioksidan
enzimleri  (glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, ve  siiperoksit dismutaz) gibi
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biyokimyasal parametrelerinin etkilenme

dereceleri arastirilmistir.
2. Materyal ve metot
2.1. Biyokiitlenin tiretimi

Krom (Cr*®)’ un toksik etkisini arastirmak iizere
maya S. cerevisiae kullanilmigtir. S. cerevisiae
mikroorganizmas1 Pakmaya A.S.” den temin
edilmistir. Mayalarin gelistirilmesinde Malt
Extract Broth (Malt extract 17.0 g/L+ Mycological
peptone 3.0 g/L, pH:5.4+0.2) sivi besiyeri,
mayalarin ekim ve sayim islemi i¢in Malt Extract
Agar (Malt extract 30.0 g/L + Mycological peptone
5.0 g/L + Agar No. 2 15.0 g/L, pH: 5.4+0.2) tercih
edilmistir. Besiyeri bilesimindeki maddeler distile
suda ¢ozilindiikten sonra otoklavda 121 °C’ de 15
dk siireyle steril edilmistir. Caligma siiresince S.
cerevisiae mikroorganizmasini igeren kuru maya
ornegi +4 °C’ de saklanmistir. Biitiin kiiltiirler
30°C’ de galkalamali etiivde (Gerhardt-Laboshake)
150 rpm’ de inkiibe edilmistir (Korhan vd., 2012).
Maya orneginden 200 mg tartilarak 10 mL Malt
Extract Broth iceren tiipe ekim yapilmistir. 30°C’
de 24 saat bekletilerek 6n zenginlestirme islemine
tabi  tutulmustur.  Zenginlestirilmis = maya
orneginden 1 mL alinarak 100 mL MEB igeren
erlene agilama yapilmig ve etiivde 30 °C’de 12 saat
inkiibasyona birakilmistir (Cabuk vd., 2007).

2.2. Calisma prosediirlerinin belirlenmesi

2.2. I
hazirlanmast

Deneyde  kullanilan  ¢ozeltilerin

o Cr*3 cozeltisinin _hazirlanmasi: CrClz.6H,0
(Merck) tuzundan 200 pg/mL stok Cr*® ¢ozeltisi
hazirlanmistir.

e Cyvitamini ¢ozeltisinin hazirlanmasi: C vitamini
standardindan (Merck) 200 pg/mL stok C
vitamini ¢6zeltisi hazirlanmigtir.

o Lizozom enziminin hazirlanigi- 46400 Unite/mg
Lizozom enzim standartindan (Sigma) 20 mg
tartilmis pH’ 1 7.38 olarak hazirlanan fosfat
tamponundan 1.5 mL eklenerek enzimin iyice
cozlinmesi saglanmustir. Maya
mikroorganizmasinin  parcalanmasinda  bu
enzim kullanilmisgtir.

2.2.2. Metal-mikroorganizma etkilesiminde uygun
pH’ n belirlenmesi

Metal-mikroorganizma biyosorpsiyon prosesinde
pH en Onemli faktordiir. Yapilan literatiir
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calismalarinda pH degeri diisiik c¢ozeltilerde,
ortamda bulunan fazla miktardaki protonlar ile
metal iyonlar1 yarigmaktadir. Bdylece hiicre-metal
etkilesimi de azalmaktadir. Ancak ortamin pH
degeri arttikca metal iyonlar1 daha fazla
baglanmaktadir. Ortam pH degerinin giderek
artmasiyla ortamdaki OH" iyon konsantrasyonu da
artacagindan dolay1r metal iyonlarmin c¢oktiigi
bildirilmistir (Cabuk vd., 2007). Literatiirde S.
cerevisiae mayasimin optimum ¢ogalma pH
degerinin 3 ile 7 arasinda oldugu belirlenmistir
(Bailey ve Ollis, 1986). Calismamizdaki uygun pH
degerini belirlemek i¢in; bes erlene maya
kiiltirlimiizden ayni miktarda alinarak, stok 10
ppm Cr*® ¢ozeltisinden aym miktarlarda kiiltiir
orneklerine eklenmistir. Orneklerin pH’lar1 3,4, 5,
6, 7 olacak sekilde 1 M HCI ve 1M NaOH
cozeltileri ile ayarlanmistir. Ornekler 30 °C’deki
calkalamali etiivde 12, 24 ve 36. saat boyunca
bekletilmistir. Bu saatlerdeki kiiltiirlerin canlilik
oranlari (cfu/mL) belirlenmistir.

2.2.3. Metal-mikroorganizma etkilegsiminde uygun
Cr+3 dozlarimin belirlenmesi (LD50)

Stok krom (III) ¢ozeltisi CrClz.6H20 (Alfa Aesar)
tuzundan hazirlanmistir. S. cerevisiae’ da kromun
toksik etkisini arastirmak i¢in; ayni miktar maya
orneklerine 10, 20, 30, 40 ve 50 ppm stok Cr*®
cozeltilerinden aym miktarda eklenmistir. Biitiin
orneklerin pH’ 1 4.0’¢ ayarlanarak 30°C’deki
calkalamali etiive birakilmistir. Baglangi¢ kiiltiir
numunesi ile degisik konsantrasyonlarda Cr*®
eklenen numunelerin 12, 24 ve 36. saatteki canlilik

e

oranlariin (cfu/mL) nasil degistigi arastirtlmisgtir.

2.2.4. Metal-mikroorganizma  etkilesiminde
uygulanacak C vitamini dozlarimin belivlenmesi

200 ppm C vitamini stok ¢ozeltisi C vitamini
standardindan (Merck) hazirlanmustir.
Calismamizda 10 ve 40 pg/mL krom (Cr+3)
dozuna maruz birakilan maya Orneklerimizin
bazilarna 10, 15 ve 20 pg/mL konsantrasyonlarda
C vitamini eklenmistir.

2.2.5. Deney diizeneginin hazirlanmast

Saf olarak iiretilen maya Ornekleri dokuz gruba
ayrimustir.

Grup 1 = maya 6rnegi + su

Grup 2 = maya 6rnegi +10 pg/mL krom III
kloriir tuzu-+su,

Grup 3 = maya 6rnegi +10 pg/mL krom III
kloriir tuzu+10 pg/mL C vitamini+su,

Grup 4 = maya 6rnegi+10 pg/mL krom III
kloriir tuzu +15 pg/mL C vitamini+su,
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Grup 5 = maya 6rnegi +10 pg/mL krom Il
kloriir tuzu+20 pg/mL C vitamini+su,

Grup 6 = maya 6rnegi +40 pg/mL krom III
kloriir tuzu + su,

Grup 7 = maya 6rnegi +40 pg/mL krom IIT
kloriir tuzu+10 pg/mL C vitamini+su,

Grup 8 = maya 6rnegi+40 pg/mL krom III
kloriir tuzu+15 pg/mL C vitamini+su,

Grup 9 = maya 6rnegi+40 pg/mL krom IIT
kloriir tuzu+20 pg/mL C vitamini+su

katilarak numuneler hazirlanmistir. Toplam 120
mL omek hazirlamak igin; 10 pg/mL Cr*3
uygulanacak gruplara (6 mL), 40 pug/mL Cr*®
uygulanacak gruplara (24 mL) stok Cr*3
cozeltisinden eklenmistir. Ayrica 10 pg/mL C
vitamini uygulanacak gruplara (6 mL), 15 pg/mL
C vitamini i¢in (9 mL), 20 pg/mL C vitamini i¢in
(12 mL) stok C vitamini ¢6zeltisinden ilave
edilmistir.  Biitin  numuneler pH=4" e
ayarlanmustir.

2.2.6. Ham éziit hazirlanmast

Sivi besi ortamindaki hiicrelerden ham 6ziit
hazirlanmistir (Jakubowski ve Bartosz, 2000).
Kontrol grubu ve Cr*® uygulanmis deney
grubundaki hiicreler, 4500 rpm’ de 20 dakika
santrifij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Hiicre ¢okeltisi
steril saf su ile 2 kez yikanmistir. Daha sonra pH’ 1
7.38 olan fosfat tamponuyla sulandirilmis Lizozom
enziminden hiicre ¢okeltisine birkag damla
eklenerek 5 dk vortekslenmistir. 1.5 mL deiyonize
su ile siispanse edilerek her bir 6rnek tlizerine asit
ile yikanmig 1.0 g cam boncuk (0.25- 0.30 mm
capinda) ile mekanik pargalama iglemi yapilmistir.
Santrifiijlenen 6rneklerin iist sivilarindan 1’er mL
alimarak numune tiiplerine aktarilmistir. Elde
edilen ham 6ziitler deneylerde kullanilmak tizere -
20 °C’da saklanmustir.

2.2.7. Ham oziitteki total protein derigsiminin
tayini

Total protein derisimi tayin metodu; proteinlerin
alkali bakir siilfat ilavesiyle, fosfotungstik asit ile
mavi renkli kompleks olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Olusan bu renkli bilesigin
spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda
absorbanst Olgiilerek kantitatif olarak protein
miktar1 belirlenmistir (Lowry vd., 1951). Standart
olarak sigir serum albumin (Sigma-Aldrich)
kullanilmstir.
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2.2.8. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) analiz
yontemi

Glutatyon peroksidaz enzimi (GSH-Px) H20:
varliginda  indirgenmis  glutayonun  (GSH)
yiikseltgenmis glutatyona (GSSG)
yiikseltgenmesini kataliz etmektedir. H>O” in
bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG,
GSH-Rd ve NADPH yardimiyla tekrar GSH’ a
indirgenmektedir. GSH-Px aktivitesi NADPH’
NADP* ye yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans
farkinin 340 nm’ de okunmasiyla o6lciilmektedir
(Paglia ve Valetine, 1967).

2.2.9. Glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) analiz yontemi

Glutatyon rediiktaz GSSG’ nin NADPH tarafindan
GSH’ a indirgenmesini katalize etmektedir. Enzim
aktivitesi, tepkime sirasinda  yiikseltgenen
NADPH’ mn 37 °C de 340 nm dalga boyundaki
absorbans farki ile belirlenmektedir (Beutler,
1984).

2.2.10. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin
tayini

SOD, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan
toksik siiperoksit radikallerinin (O2~) hidrojen

350 ~

peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu
hizlandirir. Bu yontem, ksantin ve ksantin oksidaz
(XOD)  kullanilarak  olusturulan  siiperoksit
radikallerinin, nitro blue tetrazolium (N.B.T) ile
meydana getirdigi mavi renkli formazan boyasinin
560 nm dalga boyunda verdigi optik dansititenin
(OD) okunmasi esasina dayanmaktadir (Sun vd.,
1988).

2.2.11. Istatistiksel degerlendirme

Bu calismada incelenen her bir grup igin tekrar
sayist (n) = 3 olacak sekilde analiz edilmistir.
Caligmadaki sonuglar ortalama + standart sapma
olarak verilmistir. Deneysel sonuclar SPSS 17.0
istatistiksel bilgisayar programi ile hesaplanmustir.
Sonuglarin degerlendirilmesinde One-Sample T
testi kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05
olarak belirlenmistir.

3. Bulgular

Basta baslangi¢ kiltiirii olmak tizere pH’ 1 3-7
civarinda ayarlanmis S. cerevisiae 6rneklerinin 12,
24. ve 36. saatteki hiicre sayilar1 (cfu/mL)
incelenmistir. Sonuclar Sekil 1°de gosterilmistir.

‘ B12saat @24.saat 0O36.saat

300 +
250
200
150
100
50
0

Hiicre sayisi exp.

Kiiltiir

pH:3

pH:4

pH:5

pH:6

pH:7

pH

Sekil 1. S. cerevisiae ile krom etkilesiminde uygun pH’ 1n belirlenmesi (Grafikteki hiicre sayilar 10 ile

carpilmalidir).

Metal-mikroorganizma etkilesiminde diger bir
faktor de uygun (LD50) krom (III) dozlarmin
belirlenmesidir. Bu amagla 10-50 pg/mL
konsantrasyonlardaki krom ¢ozeltileri ile maya
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mikroorganizmasinin pH 4’ teki toksik etkilesimi
incelenmistir. Sonuglar Sekil 2’ de
gosterilmektedir.
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400 -
350
300
250
200
150 -
100 - .

1

0 ‘ ]

Kiiltiir 10 pg/mL 20 pg/mL 30 pg/mL 40 pg/mL 50 pg/mL

B12. saat O24. saat @36. saat

Hiicre sayisi1 exp.

Krom miktar1

Sekil 2. S. cerevisiae’ ya uygulanacak uygun krom dozlarinin belirlenmesi (Grafikteki hiicre sayilar1 10° ile
carptlmalidir).

Dokuz farkli gruba ayrilmis maya orneklerinin 12, 24 ve 36. saatlerdeki hiicre sayilart Sekil 3’ de
gosterilmektedir.

350 ~

B12.saat @24.saat O36.saat

w

o

o
I

N

a1

o
I

Hiicre sayisi exp.
N
o
o
|

Kiiltir Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

Sekil 3. Antioksidan enzimler ile total protein analizlerinin incelendigi kiiltiirlerdeki hiicre sayilari (cfu/mL)
(Grafikteki hiicre sayilar1 106 ile carpilmalidir).

Dokuz farkli gruba ayrilmis maya kiiltiirlerinin total protein miktarlarinin analizleri yapilmis ve sonuglar Sekil
4’ de gosterilmistir.

1.8 -
1.6 4
1.4
1.2 4

1 -
0.8 A
0.6
0.4 -
0.2

0 4

B 12.saat O24.saat @36.saat

Total protein miktar1 (mg/mL)

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup?9

Sekil 4. Orneklerin 12, 24 ve 36. saatteki total protein miktarlari
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Iki farkli dozda krom uygulanan S. cerevisiae Orneklerine ii¢ farkli dozda C vitamini ¢ozeltilerinin
katilmasiyla, mayalarin GSH-Px enzim aktivite miktarlart Sekil 5° de gosterilmistir.

140 -
120 - @12.saat O24.saat @36.saat

100

GSH-Px (U/mg protein)
Iy (o)) [e0)
o o o

N
o

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

Sekil 5. Orneklerin 12, 24 ve 36. saatteki GSH-Px enzimi aktivite degerleri
Maya orneklerindeki GSH-Rd enzim aktivite miktarlart Sekil 6’ da gosterilmistir.

120 -

O 12.saat @24.saat O36.saat

[EEN

o

o
1

0]
o
I

GSH-Rd (U/mg protein)
B (2]
o o

N
o
I

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

Sekil 6. Orneklerin 12, 24 ve 36. saatteki GSH-Rd enzimi aktivite degerleri

Maya 6rneklerinin SOD enzim aktivite miktarlart da Sekil 7° de gosterilmistir.

140 1 Ol12.saat O24.saat MW36.saat
~ 120 -
B 100 - ] T
s
= 80 - o =
£
o 60
S 40
(7p]

20 -

0 T T T T T

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

Sekil 7. Orneklerin 12, 24 ve 36. saatteki SOD enzimi aktivite degerleri
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4. Tartisma ve sonuclar

Krom canlilar i¢in gerekli eser elementlerden biri
olup, fazla miktarlarda alindiginda toksik olabilir
(Piotrowska vd., 2008; Yang ve Chen, 2007).
Kromdan etkilenen diger bir canli grubu
mikroorganizmalardir. Oksidatif stresin zararh
etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla oksidasyon-
antioksidasyon mekanizmalarini aydinlatma ve
cozlimler iiretmeye yonelik pek cok arastirma
yiiriitiilmektedir. Ozellikle basta insan olmak
lizere, cesitli canli sistemlerinde bu mekanizmalar
cok 6nemlidir. Maya hiicreleri ile memeli hiicreleri
biiyiik oranda benzerdirler (Costa ve Moradas-
Ferreira, 2001). Bu sebeple oksidatif stresin yol
actigi  yaslanma (Droge, 2003), apoptosis
(Mandavilli vd., 2002) ve c¢esitli hastaliklar
(Davies vd., 1999), aydinlatma caligmalarinda
onemlidir. Maya mikroorganizmasinin stresinin;
metabolizma sirasindaki kimyasal stres, lireme
ortaminda bulunan bilesiklerin etkileri veya
mayalar tarafindan iiretilen toksik metabolitlerden
kaynaklandig: bildirilmektedir (\Walker, 1998).

Bu calismada maya mikroorganizmasinin f{istel
fazindaki c¢ogalmasi esnasinda alinan kiiltiirler
kullanilmigtir. Canli hiicre sayisinin maksimum
seviyede oldugu bu evrede, krom-maya
etkilesiminin  arastirilmasi  amaclanmistir. S,
cerevisiae ile krom (111) toksik etkilesimin pH 5, 6
ve 7’ de olmadigi, pH 3’ de ise etkilesimin fazla
derecede oldugu belirlenmistir. Bu c¢alismada
biyokimyasal parametrelerin o6lgiilebilmesi igin;
krom metali ile maya mikroorganizmasinin pH 4’
teki toksik etkilesiminin incelenmesine karar
verilmistir. Metal-mikroorganizma etkilesiminde
diger bir faktor de ise uygun krom (III) dozlarinin
tespit edilmesidir. 50 ug/mL konsantrasyondaki
kromun lethal doz oldugu goézlenmistir. Bu sebeple
calismada 10 ve 40 pug/mL olmak iizere iki farkli
krom dozlarinin kullanilmasina karar verilmistir.
Bu ¢alismada, mikroorganizma S. cerevisiae’ nin
¢ogalma ortamlarma 10 ve 40 pg/mL gibi farkl iki
krom dozu ile 10, 15 ve 20 ug/mL olmak iizere lig
farkli dozda C vitamini eklenerek pH 4’ te caligma

prosediirii  hazirlanilarak  (Sekil 1 ve 2),
caligmadaki biyokimyasal parametreler
aragtirilmistir,

Dokuz farkli gruba ayrilmis maya 6rneklerinin 12,
24 ve 36. saatlerdeki hiicre sayilar1 incelendiginde,
kontrol grubuna goére, kromun iki farkli dozunun
(10 ve 40 pg/mL) uygulandig1 maya o6rneklerinin
hiicre sayilarinda azalmalar (p<0.005)
gozlenmistir. Fakat ortama farkli dozlarda C
vitamini eklenmesiyle doza bagli olarak hiicre
sayisinin da arttig1 (p<0.005) belirlenmistir. Ayrica
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kontrol grubunda zamana bagli olarak maya hiicre
sayisinda artis (p<0.005) gozlenmis iken, diger
gruplarda zamana bagli olarak azalmalarin
(p<0.05) oldugu belirlenmistir (Sekil 3). H.O; ile
stres olusturulmus Schizosaccharomyces pombe
mayasinda yapilan arastirmada S. pombe
hiicrelerinde canlilik oranlarinin, H>O; derigimi ile
ters orantili olarak degistigi rapor edilmistir
(Pekmez, 2004). Yine H,0; ile stres olusturulmus
S. pombe kiiltiirlerinde bazi guruplara E vitamini
analogu olan Trolox verilmis, trolox verilen
kiiltiirlerin canli hiicre sayilarinda artislarin oldugu
bildirilmistir. Trolox’un H>0, stresini oOnledigi
belirtilmigtir (Hamad, 2007). Bulgularimizin
literatiirle uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Kiiltiirlerin total protein miktarlar
karsilastirildiginda; kontrol grubunda zamana bagh
olarak protein miktarlarinda artis (p<0.005)
gozlenirken, diger gruplarda zamana bagli olarak
azalmalar (p<0.05) saptanmistir. Ayrica kromun
her iki dozunda ortama katilan C vitamini
miktarina bagli olarak protein miktarlarinda da
artislarin oldugu (p<0.05) belirlenmistir (Sekil 4).
Yapilan bir ¢alismada, S. cerevisiae’de oksidatif
stresin spesifik olarak protein hasarina neden
oldugu bildirilmistir (Cabiscol vd., 2000). Diger bir
maya tirii olan Schizosaccharomyce pombe’de
H.0O, ile stres olusturulmus gruplar ile kontrol
grubunun total protein degerleri karsilagtirilmis ve

stres  olusturulan  gruplarin  total  protein
degerlerinin kontrol grubuna gdre azaldigi
saptanmistir (Pekmez, 2004). Ayrica

Schizosaccharomyces pombe’de yapilan diger bir
calismada, H,O; ile stres olusturulmus gruplarin
bazilarina Trolox eklenmis ve total protein
degerleri  karsilastirilmigtir.  Trolox  verilen
gruplarda total protein degerlerinin kontrol
grubuna goére daha az dustiigli bildirilmistir
(Hamad, 2007). Mikroorganizma hiicre sayisinin
arttig1 kiiltiirlerde, protein miktarinin fazla oldugu
rapor edilmistir (Jianlong vd., 2004). Bu
literatiirlerle bulgularimizin uyum iginde oldugu
belirlenmistir.

Antioksidanlar hiicrelere zarar veren serbest
radikalleri ve reaktif oksijen tiirlerinin neden
olduklar1 hasari hiicre i¢i ve hiicre dig1 savunma ile
etkisiz hale getirirler. Hiicre i¢i savunma glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve siiperoksit
dismutaz vb. enzimler tarafindan saglanir (Heves,
2008). Antioksidan enzimlerin baginda GSH-Px
gelir. Hidrojen peroksidin yiiksek
konsantrasyonlarinin ve biiyiik molekiilli lipit
hidroperoksitlerinin indirgenmesinde goérev yapar
(Szaleczky vd., 1999). Bu c¢alismada kontrol
grubunda zamana bagh olarak GSH-PX enzim
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aktivite miktarlarinda artiglarin oldugu (p<0.005)
gozlenirken, diger gruplarin hepsinde de zamana
bagh olarak enzim aktivite miktarlarinda artiglarin
oldugu tespit edilmistir. Ancak bu artiglarin kontrol
grubundan daha fazla oldugu (p<0.05)
belirlenmistir. Krom dozunun artigina bagli olarak
gruplarda GSH-Px enzim aktivite miktarlarinda
artislar (p<0.05) belirlenirken, artan C vitamini
dozuna Kkarsilik enzim aktivite miktarlarinda
diistislerin (p<0.05) oldugu goriilmiistiir (Sekil 5).
S. cerevisiae’ da CCly’ iin yol agtig1 hiicre hasarina
Pistacia vera L.” nin koruyucu etkileri {izerine bir
calisma  yapilmisgtir. Calismada CCls’  iin
uygulandig1 gruptaki GSH-Px enzim miktarinin,
kontrol grubu enzim miktarindan diistiik oldugu,
Pistacia vera L. verilen gruplarda bu disiislerin
daha az oldugu bildirilmistir (Gokce, 2021). Bu
caligmada krom stresine maruz birakilan S.
cerevisiae’ mnm  GSH-Px enzim  aktivite
miktarlarinda artiglar gozlenmistir. S. cerevisiae
mikroorganizmasinin farkl stres kosullarda, farkli
antioksidan cevaplar verdigi sonucuna varilmistir.

GSH-Rd enzimi, GSH-Px enzimi ile birlikte
glutatyon redoks dongiisiinde hidroperoksitlerin
uzaklastirilmasini - saglamaktadir (Sorg, 2004).
Kontrol grubunda zamana bagli olarak GSH-Rd
enzim aktivite miktarlarinda artiglar (p<0.005)
gozlenirken, diger gruplarin tiimiinde zamana bagh
olarak enzim aktivite miktarlarinda artislarin
oldugu (p<0.05) tespit edilmistir. Kontrol
grubunun disindaki gruplarda artiglarin daha fazla
oldugu belirlenmistir. Kromun doz artisina baglh
olarak, gruplardaki GSH-Rd enzim aktivite
miktarlarinda artmalar (p<0.005) olurken, C
vitamini doz artigina bagli olarak GSH-Rd enzim
aktivite miktarlarinda azalmalarin  (p<0.005)
oldugu belirlenmistir (Sekil 6). Akvaryum sularina
1 ve 10 mg/L dozunda Cr (lIl) ilave edilerek
akvaryum baliklarinin beyinlerinde yapilan bir
calismada, kromun dozuna bagli olarak GSH-Rd
enzim aktivite miktarlarinda diisiislerin oldugu
bildirilmistir (Lushchak vd., 2009). Ayrica ¢esitli
dozlarda Dietilditiokarbamat (DDC) maddesine
maruz birakilan S. cerevisiae hiicrelerinin GSH-Rd
enzim aktivite miktarinin doz miktarina bagh
olarak arttig1 bildirilmistir (Lushchak vd., 2005).
Bulgularimizin Dietilditiokarbamat (DDC)
maddesine maruz birakilan S.  cerevisiae
hiicrelerinin yapildigi bu ¢alismanin sonuglari ile
uyumlu oldugu goriilmektedir.

Siiperoksit Dismutaz (SOD) enzimi, molekiil
agirhgr 17-85 k DA araliginda olan, siiperoksit
radikallerinin dismutasyonunu saglayarak
molekiiler oksijen ve HyO.” e katalize eden
metalloenzimdir. SOD enzimi oksijeni metabolize
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eden tiim hiicrelerde bulunur ve aerobik
organizmalar1 siiperoksitin zararli etkisine karsi
koruma ve oksijen toksisitesini onlemede etkin
oldugu bildirilmistir (Sheng vd., 2004). Kontrol
grubunda zamana bagl olarak SOD enzim aktivite
miktarlarinda artiglar (p<0.005) gozlenirken, diger
gruplarin tiimiinde zamana bagli olarak enzim
aktivite miktarlarinda artmalarin (p<0.005) oldugu
tespit edilmistir. Krom dozunun artisina bagh
olarak gruplarin SOD enzim aktivite miktarlarinda
artmalar (p<0.005), artan C vitamini dozuna
karsiik SOD enzim aktivite miktarlarinda ise
azalmalarin (p<0.005) oldugu belirlenmistir (Sekil
7). lyonize radyasyon uygulannus S. cerevisiae
hiicrelerinde SOD enziminin koruyucu etkileri
aragtirilmistir.  Iyonize radyasyon uygulanmis
yabani tip ve SOD geni delesyonlu suslar arasinda
karsilastirmalar yapilmis ve canlilik oranlar ile
protein karbonil diizeyleri arasinda belirgin
farkliliklar gozlenmistir (Lee vd., 2001). S.
cerevisiae’da CuZn-SOD enzimi eksikliginin
replikasyon Omriiniin kisalmasina yol agtig1 ve
mayaya  askorbat  eklenmesiyle = mayanin
replikasyon — Omriiniin = arttig1  bildirilmistir.
Askorbatin bu gorevi CuZn-SOD enzim aktivite
miktarini arttirarak gergeklestirdigi rapor edilmistir
(Wawryn vd., 1999; Swiecilo vd., 2000; Wawryn
vd., 2002). Ayrica S. cerevisiae hiicreleri
hiperosmotik basinca ve 0.2 mM H>O, dozuna
maruz birakilmis, her iki kosulda da SOD enzimi
aktivite miktarlarinin kontrol grubuna gore arttigi
bildirilmistir (Lu vd., 2005). Yine Mn, Cd, Fe ve
Mg metallerinin S. cerevisiae mayasindaki
antioksidan enzim aktiviteleri lizerine etkileri
incelenmis ve kontrol grubu ile bu metalleri igeren
gruplarin = SOD  enzim  aktivite miktarlan
karsilastirilmistir. Calisma sonucunda bu metalleri
ihtiva eden gruplarin SOD enzim aktivite
miktarlarinda artislarin oldugu ve 6zellikle Cd ile
muamele edilen gruplarda bu artiglarin daha fazla
oldugu bildirilmistir (Kiregci, 2018).
Bulgularimizin  belirtilmis olan literatiirlerle
uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda memeli hiicreleri gibi 6karyotik bir
canli olan S. cerevisiae’ da kromun yol agtig1
oksidatif strese karsi antioksidan cevap ile bu
cevaba antioksidan 6zelligi bilinen C vitamininin
etkisi arastirllmigtir. Sonugta; kromun artan dozuna
karsi maya Orneklerinin hiicre sayilari ile total
protein miktarlar1 azalirken, GSH-PX, GSH-Rd ve
SOD enzim aktivite miktarlarinda ise artislar
gbzlenmistir. Bu g¢aligma sonucunda kromun S.
cerevisiae’ da oksidatif strese yol a¢tigi, maya
metabolizmasini degisiklige ugrattigi ve ortama
ilave edilen C vitamininin ise etkin bir siipiiriicli ve
koruyucu olarak gorev yaptigi tespit edilmistir.
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Okaryotik bir canl1 olan S. cerevisiae ile yapilan bu
tarz calismalarin; memeli hiicrelerindeki redoks
dengelerinin aydinlatilmas: ve literatiir bilgisine
katkilar saglanmasi acisindan faydali olabilecegi
kanaatine varilmistir.
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