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Oz: Son yillardaki calismalar, mikroelementlerin yiiksek yapili organizmalar ile maya metabolizmas: iizerindeki etkilerine
yogunlagmustir. Bu ¢alismada, Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasi iki farkli dozda (10 ve 40 pg/mL) krom III kloriir
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 (A,
E, C vitaminleri, Glutatyon, Malondialdehit) etkileri HPLC cihaz: ile belirlenmistir. Artan krom dozu ve siireye bagl olarak
mayalarin hiicre sayilari, GSH, A, E, C vitamini miktarlart ve GSH/GSSG oranlarinda azalma, GSSG ve MDA miktarlarinda
ise artmalarin oldugu belirlenmistir. Artan C vitamini dozuna bagli olarak mayalarin hiicre sayilari, GSH, A, E, C vitamini
miktarlar1 ve GSH/GSSG oraninda artma, GSSG ve MDA miktarlarinda azalmalarin oldugu gozlenmistir. Sonug olarak;
kromun maya mikroorganizmasinda serbest radikal olusumunu artirdigi, degisik konsantrasyonlarda eklenen C vitamininin
serbest radikal olusumunu azalttig1 sonucuna varilmastir.

Anahtar kelimeler: Saccharomyces cerevisiae, Krom, Vitamin, Stres, Antioksidan parametreler.
Response Stres of Saccharomyces cerevisiae Exposed to Chromium (IIT) Chloride Salt

Abstract: Recent studies have focused on the effects of microelements on higher organisms and yeast metabolism. In this
study, Saccharomyces cerevisiae microorganism was exposed to chromium III chloride salt at two different doses (10 and 40
pg/mL) for 12, 24 and 36 hours. Vitamin C was added in amounts of 10, 15 and 20 ng/mL to the yeast samples exposed to
chromium salt. The effects of yeast and chromium interaction on some biochemical parameters (vitamins A, E, C, Glutathione,
Malondialdehyde) in microorganisms were determined by HPLC device. It was determined that there was a decrease in the cell
numbers of yeast, the amounts of GSH, A, E, C vitamins and GSH/GSSG ratios, an increase in the amounts of GSSG and MDA
depending on the increasing chromium dose and time. It was observed that there was an increase in the cell numbers of yeast,
the amounts of GSH, A, E, C vitamins and GSH/GSSG ratios, a decrease in the amount of GSSG and MDA depending on the
increased dose of vitamin C. As a result; It was concluded that chromium increases the formation of free radicals in yeast
microorganism, vitamin C added at different concentrations reduces the formation of free radicals.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, Chromium, Vitamin, Stres, Antioxidant parameters.
1. Giris

Mayalar tek hiicreli mantarlar olup tomurcuklanma yoluyla ¢ogalirlar. Anaerobik kosullarda bile mayalar
rahatlikla gelisebilir. Bazi mantarlarda oldugu gibi, mayalar da asidik kosullara dayaniklidir [1]. Mayalar en fazla
alkol iiretiminde, ekmek ve tursularin yapiminda, vitaminler, gliserol, lipidlerin ve proteinlerin iiretiminde [2-4],
gida, kimya, ilag ve zirai alanlarda kullanilmaktadir [3-5]. Saccharomyces cerevisiae ekmek veya bira mayasi
olarak bilinmektedir [6]. S. cerevisiae vitaminler, aminoasitler, B-glukan gibi 6nemli maddeleri de igermektedir
[7]. Maya hiicrelerinin (S. cerevisiae) vitamin, protein, karbonhidrat, yag ve mineral bakimidan zengin oldugu
icin kozmetik alaninda da ¢ok faydali olabilecegi ileri siiriilmektedir [8]. Mayalar fiziksel, kimyasal ve biyolojik
strese maruz kalabilirler. Kimyasal stres faktorlerinden biri de metal iyonlarinin stresidir. Krom canlilar i¢in
gerekli eser elementlerden biri olup, fazla miktarlarda alindiginda toksik etki gostermektedir. Ozellikle krom (VI),
krom (III)'e gore daha toksiktir [9, 10].

Son zamanlarda mayalar biyoteknolojik calismalarda ¢ok sik kullanilmaktadir. Ozellikle biyosorpsiyon
caligmalart bunlardan birisidir. Calismada kullanilan S. cerevisiae’ nin metal biyosorbsiyon caligmalarinda
kullanildig1 bilinmektedir. Ancak giiniimiize kadar yapilan c¢alismalarda, krom (III)’ un S. cerevisiae
metabolizmasi iizerindeki bazi biyokimyasal parametrelere etkileri tam olarak agiklanamamistir. Ayrica maya
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gelisme ortamina antioksidan 6zelligi bilinen C vitamininden degisik konsantrasyonlarda eklenilerek, krom metali
ve C vitamininin S. cerevisiae’ daki bu biyokimyasal parametreler (A, E, C vitamini, Malondialdehit, Glutatyon)
iizerine etkilerinin aragtirilmasi amaglanmistr.

2. Materyal ve Metot
2.1. Biyokiitlenin iiretimi

Krom (Cr) un toksik etkisini aragtirmak iizere maya (S. cerevisiae) kullamlmustir. S. cerevisiae
mikroorganizmasi Pakmaya A.S.” den temin edilmistir. S. cerevisiae cinsi mayalarin gelistirilmesinde Malt Extract
Broth (Malt extract 17.0 g/L+ Mycological peptone 3.0 g/L, pH:5.4+ 0.2) s1v1 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) kullanilmistir. Besiyeri bilesimindeki maddeler distile su ile ¢6ziindiikten sonra otoklavda 121 °C’ de 15
dk siireyle steril edilmistir. Calisma siiresince S. cerevisiae mikroorganizmasini igeren kuru maya 6rnegi +4°C’ de
saklanmustir. Biitiin kiiltiirler 30°C” de calkalamali etiivde (Gerhardt-Laboshake) 150 rpm’ de inkiibe edilmistir
[11]. Maya 6rneginden 200 mg tartilarak 10 mL Malt Extract Broth (MEB) igeren tiipe ekim yapilmistir. 30°C’
de 24 saat bekletilerek 6n zenginlestirme iglemi yapilmistir. Zenginlestirilmis maya drneginden 1 mL alinarak 100
mL MEB igeren erlene asilama yapilarak etiivde 30°C’ de 12 saat inkiibasyona birakilmistir [12].

2.2. Calisma prosediirlerinin belirlenmesi
2.2.1. Deneyde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

o Cr c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 200 pg/mL stok Cr* g¢ozeltisi CrCls.6H20 (Merck) tuzundan
hazirlanmistir.

o C vitamini ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 200 pg/mL stok C vitamini ¢ozeltisi C vitamini standardindan
(Merck) hazirlanmustir.

e Lizozom enziminin hazirlanigi: 46400 Unite/mg Lizozom enzim standartindan (Sigma) 20 mg tartilmis
pH’ 1 7.38 olarak hazirlanan fosfat tamponundan 1.5 mL eklenilerek enzimin iyice ¢dziinmesi
saglanmistir. Maya mikroorganizmasinin par¢alanmasinda bu enzim kullanilmistir.

2.2.2. Metal-mikroorganizma etkilesiminde uygun pH’ 1n belirlenmesi

Metal-mikroorganizma (biyosorpsiyon) prosesinde pH en énemli faktordiir. Yapilan literatiir ¢alismalarinda
pH degeri diisiik ¢ozeltilerde ortamda bulunan fazla miktardaki protonlar ile metal iyonlar1 yarigsmaktadir. Boylece
hiicre-metal etkilesimi de azaltmaktadir. Ancak ortamin pH degeri arttikga metal iyonlar1 daha fazla
baglanmaktadir. Ortamin pH degeri giderek artarsa ortamdaki OH™ iyon konsantrasyonu da artacagindan metal
iyonlar1 ¢okmektedir [12]. Literatiirde S. cerevisiae mayasimnin optimum ¢ogalma pH degerinin 3 ile 7 arasinda
oldugu belirlenmistir [13]. Calismamizdaki uygun pH degerini belirlemek i¢in; bes erlene maya kiiltlirimiizden
ayni miktarda alinmugstir. Kiiltiir 6rneklerine stok 10 pg/mL Cr*3 ¢ozeltisinden ayni miktarlarda eklenmistir.
Omneklerin pH’ 1 3, 4, 5, 6, 7 olacak sekilde 1 M HCI ve 1M NaOH cozeltileri ile ayarlannustir. 30 °C’ deki
calkalamali etiive birakilarak maya kiiltiirlerinin 12, 24 ve 36. saatlerindeki hiicre sayilar1 (cfu/mL) arastirilmistir.

2.2.3. Metal-mikroorganizma etkilesiminde uygun Cr*® dozlarmin belirlenmesi (LD50)

Maya (S. cerevisiae)’ da kromun toksik etkisini arastirmak i¢in; ayn1 miktar maya 6rneklerine 10, 20, 30, 40
ve 50 pg/mL stok Cr'3 ¢ozeltilerinden aym miktarda eklenmistir. Biitiin rnekler pH=4’¢ ayarlanarak 30°C” deki
calkalamali etiive brrakilmistir. Baslangic kiiltir numunesi ile degisik konsantrasyonlarda Cr> eklenen
numunelerin 12, 24 ve 36. Saatteki hiicre sayilar1 (cfu/mL)’ nin nasil degistigi belirlenmistir.

2.2.4. Metal-mikroorganizma etkilesiminde uygulanacak C vitamini dozlariin belirlenmesi

200 pg/mL C vitamini stok ¢ozeltisi C vitamini standartindan hazirlanmigtir. Calismamizda 10 ve 40 pg/mL
krom (Cr"®) dozuna maruz birakilan maya drneklerimizin bazilarina 10, 15 ve 20 ug/mL konsantrasyonlarda C
vitamini ¢ozeltileri eklenmistir. Kromun toksik etkilerine kars1 farkli konsantrasyonlarda eklenen C vitamininin
biyokimyasal paramatreler {izerine etkileri arastirilmistir.
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2.2.5. Deney diizeneginin hazirlanmasi

Saf olarak {iiretilen maya drnekleri dokuz gruba ayrild:

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,
Grup 5 = maya 6rnegi +10 pg/mL krom III kloriir tuzu+20 pg/mL C vitamini+su,
Grup 6 = maya 6rnegi + 40 ug/mL krom III kloriir tuzu + su,

Grup 7 = maya 6rnegi +40 pg/mL krom III 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 ug/mL krom III kloriir tuzu+20 pg/mL C vitamini+su,

katilarak 120 mL 6rnekler hazirlanmigtir. Toplam 120 mL 6rnek hazirlamak igin; 10 pg/mL Cr*® uygulanacak
gruplara (6 mL), 40 pg/mL Cr™ uygulanacak gruplara (24 mL) stok Cr™ ¢dzeltisinden eklenmistir. Ayrica 10
pg/mL C vitamini uygulanacak gruplara (6 mL), 15 pg/mL C vitamini igin (9 mL), 20 pg/mL C vitamini igin (12
mL) stok C vitamini ¢6zeltisinden ilave edilmistir. Biitlin numuneler pH=4" ¢ ayarlanmustir.

2.2.6. Ham oziit hazirlanmasi

Sivi besi ortamindaki hiicrelerden ham 6ziit hazirlanmistir [14]. Kontrol grubu ve Cr™ uygulanmis deney
grubundaki hiicreler, 4500 rpm’ de 20 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Hiicre ¢okeltisi 2.0 mL steril saf
su ile 2 kez yikanilarak pH’ 1 7.38 olan fosfat tamponu ile sulandirilmis lizozom enziminden hiicre ¢okeltisine 2
damla eklenip 5 dk vortekslenmistir. Ornekler 1.5 mL deiyonize su ile siispanse edilmistir. Her bir drnek {izerine
asit ile yikanmig 1.0 g cam boncuk (0.25-0.30 mm ¢apinda) eklendikten sonra tekrar vortekslenerek ultrasonik su
banyosunda 15 dk bekletilmistir. Ornekler 10 dk santrifiijlenerek iist stvidan 1 mL alinarak numune tiiplerine
aktarilmistir. Elde edilen ham oziitler deneylerde kullanilmak iizere -20 °C’ da saklanilmistir.

2.2.7. Maya orneklerinin A ve E vitamini miktarlarinin belirlenmesi

Maya oziitlerinden 1 mL alinarak 2 mL etanol: siilfiirik asit (99:1) karigimindan ilave edilmistir. Bu sekilde
proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Numuneler vorteks ile iyice karistirildiktan sonra 4500 devirde
santrifiijlenmigtir. Santrifiijlenen numunelere 0.5 mL n-hekzan ilave edilerek tekrar santrifiijlenmistir. Santrifiij
sonunda hekzan fazi dikkatli bir sekilde ayrilarak cam tiipe alinmistir. Bu islem iki defa tekrarlanilarak hekzan
fazlar1 birlestirilmistir. Ekstrakte edilen hekzan faz1 azot gazi ile dikkatlice ortamdan uzaklastirilarak tiipteki kalinti
0.1 mL metanolde ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltiden 20 uL alinarak yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazina
verilmistir. Bu cihazda mobil faz metanol: su (98:2) ¢ozeltisi ve SUPELCOSIL LC-18 kolonu kullanilarak 326
nm’de A vitamini ve 296 nm’de E vitamini belirlenmistir [15, 16].

2.2.8. Maya orneklerinin C ve MDA miktarlarinin belirlenmesi

Maya 0ziit 6rneklerinden 1 mL alinarak 0.5 M HCIO4 ¢ozeltisinden 0.5 mL eklenip vortekslenmistir.
Vortekslenen bu karisimin 4500 rpm’ de 5 dk santrifiijlenerek icerisindeki proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglanmuistir.
Santrifiijjlenen 6rnegin lizerindeki berrak kisimdan 20 pL alinip HPLC cihazina verilmistir. 245 nm dalga boyu,
(3.7 mM KH2PO4 pH=4) hazirlanan mobil faz ve Inertsil ODS-4 kolonu kullanilarak 6rneklerdeki C vitamini
miktarlar1 belirlenmistir [17]. Orneklerdeki MDA miktarlar1; C vitamini tayini i¢in hazirlanmis olan siiziintiiden
yine 20 pL alinarak HPLC cihazina verilmistir. Inertsil ODS-4 kolonu ve pH: 4’e fosforik asit ile ayarlanmis 30
mM KH2PO4-CH30H (%65-%35) karisimini igeren mobil faz kullanilarak 254 nm dalgaboyunda 6rneklerin MDA
miktar1 belirlenmistir [18].

2.2.9. Maya érneklerinin glutatyon (GSH, GSSG) miktarlarimin belirlenmesi
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GSH ve GSSG miktarlarinin belirlenmesi i¢in maya siipernatant 6rneklerinden 1 mL alinmistir. 0.5 M HCIO4
¢ozeltisinden 0.5 mL ilave edilerek vortekslenmistir. Karisim 4500 rpm’ de 5 dk santrifiijlenerek proteinlerin
¢oktiiriilmesi saglanmigtir. Santrifiijlenen numuneden 20 pL alinarak HPLC cihazina verilmistir. Analizlerde
EXSIL 100-50DS kolonu ve % 0.1 H3POs kullanilarak hazirlanmis olan 50 mM NaClO4 mobil faz ¢ozeltisi
kullanilarak 215 nm’ de 6rneklerdeki glutatyon (GSH ve GSSG) miktarlar: tayin edilmistir [19].

2.2.10. istatistiksel degerlendirme

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

3. Sonuclar

Basta baslangic kiiltiirii olmak iizere 3-7 arasinda degisik pH’ larda maya (S. cerevisiae)’ nin 12, 24. ve 36.
saatteki hiicre sayilar1 (cfu/mL) belirlenmistir. Maya (S. cerevisiae) ile krom (III) toksik etkilesimin pH 5 ve
sonrasinda olmadigi, pH 3’ de ise etkilesimin fazla derecede oldugu belirlenmistir. Bu c¢alismada bazi
biyokimyasal parametre miktarlarinin dl¢iilebilmesi igin; krom metali ile maya mikroorganizmasinin pH 4’ teki
toksik etkilesiminin incelenmesine karar verilmistir. Sonuglar Sekil 1’ de gosterilmistir.

350 -

B12.saat @24.saat [O36.saat
300 -

250
200
150
100
50
0

Hiicre sayis1 exp.

Kiiltiir pH:3 pH:4 pH:5 pH:6 pH:7
pH

Sekil 1. S. cerevisiae ile krom etkilesiminde uygun pH’ mn belirlenmesi (Grafikteki hiicre sayilar1 10° ile garpilmalidir).

Metal-mikroorganizma etkilesiminde diger bir faktor de uygun (LD50) krom (IIT) dozlarinin belirlenmesidir.
Bu amagla 10-50 pg/mL konsantrasyonlardaki krom (III) metali ¢ozeltileri ile maya mikroorganizmasimin pH 4’
teki toksik etkilesimi incelenmistir. Sonuglar Sekil 2” de gosterilmistir. 50 pg/mL konsantrasyondaki kromun lethal
doz oldugu gozlemlenmistir. Bu sebeple ¢aligmada 10 ve 40 pg/mL olmak iizere iki farkli krom (IIT) dozlarinin
kullanilmasina karar verilmistir.
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400 -
350 ~ T
300 -
250 +
200 -

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

@12. saat 024. saat 036. saat

Hiicre sayisi1 exp.

Krom miktar1

Sekil 2. S. cerevisiae’ ya uygulanacak uygun krom dozlarmin belirlenmesi (Grafikteki hiicre sayilari 10° ile garpilmalidir)

Maya mikroorganizmasina uygulanmak iizere 10 ve 40 pg/mL derisimlerde olmak iizere iki farkli Cr™> dozu
secilmistir. Krom ile muamele edilen maya 6rneklerine C vitamininin etkisini arastirmak igin 10, 15 ve 20 pg/mL
olmak tizere ii¢ farkli konsantrasyonda C vitamini ¢ozeltilerinden ilave edilmistir. Deney gruplarindaki mayalarin
hiicre sayilari ile antioksidan vitaminleri (A, E, C), malondialdehit ve glutatyon miktarlar1 (Sekil 3-11)" de
gOsterilmistir.

350 ~
300 ‘ @12.saat @24.saat @36.saat ‘
250
200
150
100
50

0

Hiicre sayis1 exp.

Kiiltir Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

Sekil 3. Antioksidan vitaminler, malondialdehit ve glutatyon miktarlarinin incelendigi kiiltiirlerdeki hiicre sayilart (cfu/mL)
(Grafikteki hiicre sayilar1 10° ile carpilmalidir).

Zamana bagli olarak S. cerevisiae maya Orneklerinin A vitamini miktarlarindaki degisim Sekil 4’ de
gosterilmistir.

0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0

| O12.saat @24.saat O36.saat |

A vitamini (ng/mL)

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5S Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

Sekil 4. Deney gruplarinda siireye bagli olarak A vitamini miktarlarindaki degisim grafigi

S. cerevisiae mikroorganizma drneklerinin zamana bagl olarak E vitamini miktarlarindaki degisim Sekil 5°
de gosterilmistir.
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0,9 -
0,8 @12.saat @24.saat m36.saat

E vitamini (ug/mL)

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

Sekil 5. Deney gruplarinda siireye bagli olarak E vitamini miktarlarindaki degisim grafigi

Zamana bagli olarak S. cerevisiae maya oOrneklerinin C vitamini miktarlarindaki degisimler Sekil 6’ da
gosterilmistir.

0,8 -
0,7 1 O12.saat @24.saat @36.saat
0,6
0,5 +
04 -
0,3
0,2 -
0,1 -

0

C vitamini (ug/mL)

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

Sekil 6. Deney gruplarinda siireye bagli olarak C vitamini miktarlarindaki degisim grafigi

Zamana bagli olarak S. cerevisiae deney gruplarinin malondialdehit (MDA) miktarlarindaki degisim Sekil 7’
de gosterilmistir.

140 +
120 B 12.saat O24.saat O36.saat
100 -
80

%mfﬂfﬂfﬂfﬂ[ a1

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

MDA (pg/mL)

Sekil 7. Deney gruplarinda siireye bagli olarak MDA miktarlarindaki degisim grafigi

Zamana bagli olarak maya orneklerindeki GSH ve GSSG miktarlar1 (Sekil 8-10) ile GSH/GSSG oranlari
iizerine etkileri (Sekil 11)’ de gosterilmistir.
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OGSH

BGSSG

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

Sekil 8. Maya drneklerinin 12. saatteki GSH ve GSSG degerleri

18

Glutatyon (ng/mL)

Grup 1

EGSH

OoGSSG

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

Sekil 9. Maya drneklerinin 24. saatteki GSH ve GSSG degerleri

18
16
14
12
10

Glutatyon (ug/mL)

S NN A~ N

Grup 1

BGSH

oGSSG

‘ .

Grup 2

Grup 3

Grup 4

I 5N E§ )

Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

Sekil 10. Maya 6rneklerinin 36. saatteki GSH ve GSSG degerleri

0,8
0,6
0,4
0,2

GSH / GSSG

0 -

\ oGSH/GSSG \ _|_
T [
T
sEBNE
Grup Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9
1(X10)

Sekil 11. Maya 6rneklerinin 12, 24 ve 36. saatteki GSH/GSSG oranlarinin ortalama degerleri
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4. Tartisma

Krom protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasi igin gerekli mikro besindir. Ancak fazla miktarlarinin
toksik etki yaptigi bildirilmistir [20]. Kromdan etkilenen diger bir canli grubu maya mikroorganizmasidir. Toksik
metallere kars1 mayalar ya metallerin aliniminin ve gegisinin azaltilmasi veya hiicrelerinin metalleri tutmasi
yoluyla direng gosterebilmektedirler [21]. Biitiin ¢aligmalarimiz maya mikroorganizmasinin {iistel fazindaki
iremesi esnasinda alman kiiltiirlerle yapilmigtir. Canli hiicre sayisinin maksimum seviyede oldugu bu evrede,
krom-maya etkilesiminin aragtirtlmasi amaglanmustir.

Bu calismada, dokuz farkli gruba ayrilmis maya orneklerinin 12, 24 ve 36. saatteki hiicre sayilar
incelenmistir. Kontrol grubu ile iki farkli krom dozunun uygulandigi maya O&rneklerinin hiicre sayilari
karsilastirildiginda, krom dozlarinin uygulandigi orneklerin hiicre sayilarinda azalmalar (p<0.005) tespit
edilmistir. Fakat ortama farkli dozlarda C vitamini eklenmesiyle doza bagli olarak hiicre sayilarinin da arttig1
(p<0.005) belirlenmistir. Ayrica kontrol grubunda zamana bagli olarak maya hiicre sayilarinda artislar (p<0.005)
gbzlenmis iken, diger gruplarda zamana bagli olarak diisiislerin (p<<0.05) oldugu tespit edilmistir (Sekil 3). H20:
ile stres olusturulmus Schizosaccharomyces Pombe mayasinda yapilan bir arastirmada S. pombe hiicrelerinde
canlilik oranlarinin, H>O: derisimi ile ters orantili olarak degistigi rapor edilmistir [22].

Metabolizmada ortaya ¢ikan radikallerin 6nlemesi ve aktif oksijen tiirlerinin durdurulmasinda karotenoidlerin
onemli gorevleri vardir [23]. Bu ¢alismada, kontrol grubu maya &rneklerinin zamana baglh olarak A vitamini
miktarlarinda artmalar (p>0.05) gozlenirken, kromun artan dozuna karsilik maya orneklerinin A vitamini
miktarlarinda azalmalar (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Ortama katilan C vitamini doz artigina paralel olarak da
maya Orneklerinin A vitamini miktarlarinda artiglarin (p<0.05) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4). S. cerevisiae ve
bazi agir metallerin biyosorpsiyonu ile ilgili yapilan bir ¢alismada, agir metal uygulamalarinin maya hiicresi A
vitamini miktarlarinda diisiiglere yol a¢tig1 bildirilmistir [24].

E vitamininin antioksidan kapasitesi olduk¢a genis ve yiiksektir. Bu antioksidan kapasitesini zararl
radikallerin yok edilmesi, etkisinin azaltilmasi ve bozdugu yapilarin tamiri gibi ¢esitli mekanizmalar1 kullanarak
yerine getirmektedir [25, 26]. Bu c¢alismada kontrol grubu maya rneklerinin zamana bagli olarak E vitamini
miktarlarinda artmalarin (p<0.05) oldugu, kromun artan dozuna bagli olarak maya Orneklerinin E vitamini
miktarlarinda azalmalar (p<0.05) oldugu gozlenmistir. Ortama katilan C vitamini doz artigina paralel olarak maya
orneklerinin E vitamini miktarlarinda artiglarin (p<0.05) oldugu belirlenmistir (Sekil 5). H202 ile stres
olusturulmus mikroorganizma S. cerevisiae 'da, a-tokoferol’iin koruyucu etkileri arastirilmig ve stres olusturulan
gruplarin hiicre sayisinin kontrol grubuna gore diisiik oldugu goriilmiistiir. Ayrica a-tokoferol ilave edilen
gruplarin hiicre sayisinin, stres olusturulan gruplarin hiicre sayisindan fazla oldugu bildirilmistir [27].
Bulgularimizin birbirleriyle ve literatiirlerle uyumlu olduklari goriilmektedir.

C vitamininin antioksidan olarak gorevi, lipit hidroperoksitlerin olusumunu &nlemektir. Ozellikle bu vitamin
peroksit ve siiperoksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin indirgenmesinde gorev almaktadir [28]. Yapilan bir ¢aligmada,
CrOs verilen farelerin dokularindaki askorbik asit miktarlarinin kontrol grubuna gore diisiikk oldugu bildirilmistir
[29]. Bu caligmada kontrol grubu C vitamini miktarlarinda artislar (p<0.005) gdzlenirken, diger tiim gruplarda
zamana bagli olarak C vitamini miktarlarinda diistisler (p<0.05) tespit edilmistir. Ayrica kromun artan dozlarina
bagli olarak drneklerdeki C vitamini miktarlarinda azalma (p>0.05) gozlenmis iken, ortama ilave edilen C vitamini
dozuna paralel olarak da 6rneklerdeki C vitamini miktarlarinda artiglarin (p<0.05) oldugu belirlenmistir (Sekil 6).
Ayrica ortama C vitamini katilmasi ve S. cerevisiae’ larin C vitamini sentezleme yeteneklerden dolay: [30],
mayalardaki C vitamini miktarlarindaki artisin olmasi beklenen bir sonugtur. Artan krom dozuna karsilik C
vitamini miktarindaki diigiisiin sebebi ise, kromun olusturdugu serbest radikallerin temizlenmesi ve zararsiz hale
getirilmesinde kullanilmis olabilecegi sonucunu akla getirmistir.

Kromun en 6nemli 6zelliklerinden biri degerlik degistirip yok olmamasidir. Bu yiizden kromun serbest
radikal uyarimi ile iligkili olduguna inanilmaktadir [31, 32]. Metabolizmada stres sonucu olusan bu zararli
radikaller, hiicre zarinin yapisinda bulunan doymamis yag asitlerine etki etmektedirler. Bu olay sonucu lipid
peroksidasyon meydana gelmektedir. Lipid peroksidasyonu sonucunda malondialdehit (MDA) ad1 verilen reaktif
karbon bilesikleri olusmaktadir [33]. Metabolizmadaki serbest radikal olugumunu arttiran maddelerin, MDA
diizeyini arttirdigi ancak vitamin seviyelerini azalttigi bildirilmistir [34]. Bu c¢alismada, kontrol grubu maya
orneklerinin zamana bagli olarak MDA miktarinda artiglar (p<0.005) gozlenirken, diger tiim gruplarda da zamana
bagli olarak MDA miktarlarinda artislar (p<<0.05) tespit edilmistir (Sekil 7). Kontrol grubu maya drneginde zamana
bagli olarak MDA miktarinda artisin olmasi, maya hiicrelerinin ¢ogalmasi sirasindaki stresten kaynaklanmis
olabilecegini gostermektedir. Kromun artan dozuna bagli olarak MDA miktarlarinda artiglar gézlenirken (p<0.05),
ortama ilave edilen C vitamini dozuna paralel olarak da MDA miktarlarinda diisiislerin (p<0.05) oldugu
belirlenmistir. Kromun maya mikroorganizmasinda oksidatif stres olusturarak, serbest radikallerin artigina sebep
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oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla maya 6rneklerinin de MDA miktarlarinda artiglara yol agmigtir. Ancak kiiltiir
ortamina ilave edilen C vitamininin antioksidan vitamin olmasi miinasebetiyle, serbest radikal olusumunu 6nledigi
belirlenmistir. Baz1 agir metaller (Mn, Mg, Cd, Fe) ve S. cerevisiae ile yapilan bir ¢aligmada; agir metal
uygulamalarinin maya hiicresinde MDA miktarlarinda artislara, vitamin miktarlarinda da diisiislere yol actigi
bildirilmistir [24]. Sonuglarimizin literatiirlerle uyumlu oldugu goriilmistiir.

Glutatyon (GSH) glutamik asit, sistein ve glisin gibi aminoasitlerden olusan bir tripeptit’ tir. Glutatyon
hiicreyi ozellikle oksidatif stres olmak iizere tiim g¢evresel stres kosullarina karsi korumaktadir [35, 36]. Bu
calismada 12, 24 ve 36. saatlerdeki kontrol grubu ile diger grup maya orneklerinin GSH ve GSSG miktarlari
karsilastirilmigtir. Kontrol grubuna gore diger gruplarin GSH miktarlarinda azalma (p<0.05), GSSG miktarlarinda
artma (p<0.05) oldugu tespit edilmistir (Sekil 8-10). Kromun doz artigina bagl olarak GSH miktarlarinda azalma
(p<0.05), GSSG miktarlarinda ise artis (p<<0.05) oldugu belirlenmistir. Ortama artan dozlarda C vitamini ilavesi
durumunda GSH miktarlarinda artis (p<0.05), GSSG miktarlarinda ise azalma (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Her
ii¢ saatteki sonuglar birbirini desteklemektedir. S. cerevisiae ile yapilan bir ¢aligmada, glutatyonun oksidatif strese
kars1 korumada 6nemli bir molekiil oldugu belirtilmis ve artan H2O2 derisimlerinin glutatyon (GSH) diizeyini
diistirdiigi bildirilmistir [37]. Glutatyonun redoks dengesi (GSH/GSSG) oranina baglidir. Metabolizmadaki
oksidatif stres durumlarinda bu oranin 1-10 arasinda degigmektedir [38]. Glutatyon redoks dengesine
(GSH/GSSG) bakildiginda, besi ortamlarina krom ilave edilen maya 6rneklerindeki bu oranin kontrol grubuna
gore diistik oldugu goriilmiistiir. Krom stresine ugramis maya érneklerinde bu oran, zamana bagli olarak azalmalar
seklinde devam etmistir. Ayrica GSH/GSSG orani kontrol grubunda yiiksek iken, diger gruplarda oldukea diisiik
degerlerde oldugu (p<0.05) tespit edilmistir. C vitamini eklenen 6rneklerde bu oranin daha fazla oldugu ve zamana
bagli olarak azalmalarin daha yavas oldugu belirlenmistir (Sekil 11). Krom dozunun bu orani diisiirdiigii, artan C
vitamini dozunun ise bu oran1 kismen artirdig1 belirlenmistir. Maya 6rneklerindeki artan MDA miktarlari ile maya
GSH/GSSG oranindaki azalma miktarlarindan kromun mayada oksidatif strese neden oldugu, olusan bu stresi C
vitaminin kismen de olsa 6nledigi belirlenmistir. Metabolizmada oksidatif strese cevapta GSH miktarlarinda
azalmalar, GSSG miktarlarinda ise artmalarin oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir [39]. Ayrica S. cerevisiae
kiiltiir ortamina agir metallerin ilavesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada; maya hiicresinin okside glutatyon (GSSG)
miktarinin arttigl, rediikte glutatyon miktarlarinin (GSH) azaldigi ve GSH/GSSG oranmnin ise diistiigii
belirlenmistir [37]. Bulgularimizdaki GSH, GSSG ve GSH/GSSG orant sonuglarinin literatiirlerle uyumlu oldugu
goriilmektedir.

Maya hiicreleri ile memeli hiicreleri biiyiik oranda benzerdirler [40]. Maya mikroorganizmasi ile yapilan
caligmalarla, 6karyotik canlilardaki metabolik stres ve strese karst verilen antioksidan cevap mekanizmalari
aciklanabilmektedir. Calismamizda memeli hiicreleri gibi dkaryotik bir canli olan S. cerevisiae’ da oksidatif strese
kars1 antioksidan cevap ve bu cevaba C vitamininin etkisi aragtirilmistir. Sonugta kromun artan dozuna karsi A, E,
C vitaminleri, GSH ve GSH/GSSG orani1 miktarlarinda azalmalar gozlenirken, MDA ve GSSG miktarlarinda
artislarin oldugu belirlenmistir. Bu sonuglardan kromun S. cerevisiae’ da oksidatif strese yol actig1, ortama ilave
edilen C vitaminin etkin bir siipiiriicii ve koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir. Uygulanan krom stresinin S.
cerevisiae metabolizmasinda degisiklige yol actig1 gozlenmistir. Bu tarz ¢aligmalarin, memeli hiicrelerindeki
redoks dengelerinin aydinlatilmasi agisindan faydali olabilecegi kanaatine varilmstir.
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