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OZET

Bu ¢aligmada, Krom III kloriir (CrCL3.6H,0O) tuzuna maruz kalan (10 ve 40 ppm krom
olmak iizere) maya (Saccharomyces cerevisiae)’larm ortamma 10, 15 ve 20 ppm C
vitamini katildi. Daha sonra bu mayalarin 12, 24 ve 36. saat sonra canlilik oranlari, A, E ve
C vitaminleri, indirgenmis glutatyon (GSH), vyiikseltgenmis glutatyon (GSSG) ve
Malondialdehit (MDA) miktarlar1 yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile
GSH-Px (Glutatyon Peroksidaz), GSH-Rd (Glutatyon Rediiktaz) ve SOD (Siiperoksit
Dismutaz) antioksidan enzimlerinin aktiviteleri ise spektrofotometre ile belirlendi.

Besi ortamlarma 10 ve 40 ppm olmak tizere iki farkli dozda krom ile 10, 15 ve 20 ppm
C vitamini uygulanmis mayalarin 12, 24 ve 36. saatlerinde protein miktarlar1 arastirildi.

Mayalarda artan krom dozu ve siireye bagli olarak protein miktarinda azalmalar
(p<0,05), artan C vitamini dozu ve siireye bagh olarak da protein miktarinda artiglarin
(p<0,05) oldugu gozlendi.

Krom dozuna bagl olarak mayalarin serbest radikal olusumunda artis oldugu, bunun
indirekt gostergesi olan MDA miktarinda artiglar (p<0,05) ve GSH/GSSG oraninda ise
azalmalar (p<0,05) oldugu belirlendi. Besi ortamina katilan C vitamini dozuna bagl olarak
mayalarin; MDA miktarlarinda azalmalar (p<0,05), GSH/GSSG oranlarinda ise artmalarin
(p<0,05) oldugu belirlendi.

Yine artan krom dozuna bagli olarak mayalarin GSH, A, E ve C vitamini miktarlarinda
azalma (p<0,05), GSSG miktarlarinda, GSH-Px, GSH-Rd ve SOD aktivitelerinde ise artma
(p<0,05) oldugu gozlendi.

Stireye bagli olarak ise; mayalarm GSH, A, E ve C vitamini miktarlarinda azalma
(p<0,05), GSSG miktarlari, GSH-Px, GSH-Rd ile SOD aktivitelerinde de artma (p<0,05)
olmustur.

Doz artigina bagh olarak besi ortamlarma C vitamini katilan mayalarin GSH, A, E ve C
vitamini miktarlarinda artma (p<0,05), GSSG miktarlar1 ile GSH-Px, GSH-Rd ve SOD
aktivitelerinde ise azalma (p<0,05) oldugu belirlenmistir.

Tim bu sonucglardan kontrol grubuna gore kromun, antioksidan vitaminler ile GSH
miktarlarim azalttigi, MDA ve GSSG miktarlar: ile antioksidan enzim aktivitelerini de
artirdig1 belirlenmistir. Fakat besi ortamimna eklenen kroma ilave olarak C vitamini
katilmasinin ise; antioksidan vitaminler ile GSH miktarlarini artirdigi, MDA ve GSSG
miktarlar ile antioksidan enzim aktivitelerini de azalttig1 gézlenmistir.

Sonug olarak; kromun serbest radikal olusumunu artirdigi, C vitaminin ise antioksidan
ozelliginden dolay serbest radikal olusumunu azalttig1 sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: A, E, C vitaminleri, GSH, GSSG, MDA, GSH-Px, GSH-Rd, SOD,
Krom III Klortir.
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SUMMARY

Research on the Effects of Exposure to Chromium III Chloride Salt on
Yeasts and the Effects of Vitamin C, Malondialdehyde, Glutathione, Antioxidant
Vitamins and Enzymes

In this study, 10, 15 and 20 ppm vitamin C is added to the environment of the
(Including 10 and 40 ppm chromium) yeast (Saccharomyces cerevisia) which is exposed to
Chromium III chloride (CrCL3.6H,0) salt. These yeasts are then 12, 24 and 36 hours later,
the survival rate, A, E and C vitamins, reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione
(GSSG) and malondialdehyde (MDA) Quantities high performance liquid chromatography
(HPLC) and the GSH-Px (Glutathione Peroxidase), GSH-Rd (Glutathione Reductase) and
SOD (Superoxide Dismutase) antioxidant enzyme activities determined by the
spectrophotometer.

Two different dose of chrome and 10, 15 and 20 ppm of vitamin C have been applied
to the stock environment, the amount of protein have been investigated at the 12, 24 and 36
hours of yeasts.

Reduction in the amount of protein (p<0,05) has been observed due to time and
increasing chromium dose in yeasts. And increase in the amount of protein (p<0,05) has
been observed due to time and increasing dose of vitamin C.

Increase in the amount of MDA (p<0,05) and GSH / GSSG ratio reductions (p<0,05)
has been determined due to dosage of the chromium. Participating in a nutrient medium,
depending on the dose of vitamin C of yeasts; reductions in the amounts of MDA (p<0,05),
GSH / GSSG ratio and increase in (p<0,05) has been determined increasing chromium
doses depending on the yeast GSH, A, E and vitamin C in amounts of reduction (p<0,05),
GSSG in amounts of GSH-Px, GSH-Rd and SOD activity and increase in (p<0,05) has
been observed.

There has been an increase GSH-Px, SOD activity and GSH-Rd in the increase in
(p<0,05) GSH yeasts, A, E and vitamin C in amounts of reduction (p<0,05), GSSG
quantities, due to time.

Due to dose increase, there has been an increase in the amount of GSH, A, E, C
vitamins of yeast which enters the stock environment and there has been a decrease in the
amount of (p<0,05), the amount of GSSG, GSH-Px, GSH-Rd and SOD activities.

All of these results, it has been determined that compared to control group chromium
reduces the amount of GSH with antioxidant vitamins, and increases the antioxidant
enzyme activities with MDA and GSSG amounts. But in addition to chromium added to
the culture media, adding vitamin C increases the amount of GSH and antioxidant
vitamins, and reduces the antioxidant enzyme activities.

As a result, it has been concluded that the chromium increases the formation of free
radicals, vitamin C reduces free radical formation due to its antioxidant function.

Keywords: A, E, vitamin C, GSH, GSSG, MDA, GSH-Px, GSH-Rd, SOD, Chromium III
Chloride

VIII



SEKILLERIN LiSTESI

Sayfa No
Sekil 1.1. E vitamini (0-Tokoferol)’ nin yapist..........eeeeeeeeeeeiiiiiiieieeeeeeeeiiieeee e 7
Sekil 1.2. A VILAMINININ YAPIST.eeereerriiiiiiiiieeeeeeeiiiiiiireeeeeeeesssenrrreeeeeeessassnrrareeeeeessssssssssseees 7
Sekil 1.3. C VItAMINININ YAPIST .eeeeeerriiiriiiiieeeeeeeiiiiiiieeeeeeeeessseratreeeeeeessssssnssrreeeeeesssmsnssssseees 8
Sekil 1.4. Glutatyonun (GSH) YapIST.......uuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiiiiieee e e e e e e e e e e e e 9
Sekil 1.5. Mikroorganizma ¢ogalma KINetiSi.........c.uuvveeeeeeriiiiiiiiieeeeeeeieiiiiieeeee e e e e 12
Sekil 1.6. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ NN YaAPIST ..ceevvvvvreeeeeeeriiiniiireeeeeeennnnnneneens 12
Sekil 1.7. Maya hliCTESININ YAPIST....uuuvrririireeeeeriiiiiiieeeeeeeeeeiirarreeeeeeeessenrrereeeeeesssnsnnsneees 13
Sekil 1.8. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ nin yasam dongiisil.........cccvvveeeeeeerenennnnnnn. 14
Sekil 2.1. A vitamini ¢alisma grafigi ve dogru denklemi ............ccceeevviiiiiiiiiieeennie, 26
Sekil 2.2. E vitamini ¢alisma grafigi ve dogru denklemi.............ccceeeevviiiiiiiieeeeeennnne, 27
Sekil 2.3. C vitamini ¢alisma grafigi ve dogru denklemi ............ccceevviiiiiiiiiiieeennii, 28
Sekil 2.4. MDA calisma grafigi ve dogru denklemi............ccccvvviieieieinniiiiiiiiieeeeeee, 29
Sekil 2.5. Yiikseltgenmis glutatyon ¢alisma grafigi ve dogru denklemi ..............cccueveeee. 30
Sekil 2.6. Indirgenmis glutatyon ¢alisma grafigi ve dogru denklemi..............coccevevennene... 31
Sekil 3.1. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’nin g¢esitli dalgaboylarindaki absorbans
4 [543 (<) U URRR PP 39
Sekil 3.2. Saccharomyces cerevisiae kiiltiirlerinde zamana bagli tiremenin izlenmesi....... 40
Sekil 3.3. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ya pH’1n €tKiSi........cccevvvevciiriiieeeeeeerninnnnnn. 42
Sekil 3.4. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ya kromun etKiSi............ccccuvvvrieeeeeennnennnnnn. 43
Sekil 3.5. C vitamini, Glutatyon (GSH, GSSG) ve MDA 6l¢limlerindeki tanecik sayilari.44
Sekil 3.6. Zamana bagli olarak gruplardaki tanecik sayilari sayilari..........cccooeeeeennnniieen. 45
Sekil 3.7. Sigir serum albumin standart (BSA) protein egrisi........cceeeeeeevviereeeeeeernncennnnnnn. 46
Sekil 3.8. Maya orneklerindeki total protein miktarlart............ccccoeeeevviiiiiiiiiieeenie, 47
Sekil 3.9. Maya orneklerindeki C vitamini miktarlart...........cccoeiiiiiiniiiine, 48
Sekil 3.10. Maya orneklerindeki MDA miktarlart ..........cccooooiiiiiiiiiiinee, 49
Sekil 3.11. 12. saatteki maya 6rneklerinin GSH ve GSSG degerleri .......cccvvvveeeeevennnnnnnn. 50
Sekil 3.12. 24. saatteki maya 6rneklerinin GSH ve GSSG degerleri ........cccvveeeeevvennnnnnnn. 51
Sekil 3.13. 36. saatteki maya 6rneklerinin GSH ve GSSG degerleri .......cccvvveeeeeevennnnnnn. 52
Sekil 3.14. 12, 24 ve 36. saatteki maya 6rneklerindeki GSH / GSSG oraninin ortalama
4 [543 (<) USSR 53
Sekil 3.15. Maya orneklerindeki A vitamini miktarlart............ccoooiiiiii, 54
Sekil 3.16. Maya orneklerindeki E vitamini miktarlart............ccoooiiini, 55

IX



Sekil 3.17. Maya o6rneklerindeki GSH-Px enzimi aktivite degerleri........................... 56

Sekil 3.18. Maya 6rneklerindeki GSH-Rd enzimi aktivite degerleri ..........ccceeeeeveennnnnnen.
Sekil 3.19. Maya 6rneklerindeki SOD enzimi aktivite degerleri.........occcvvvvveeeeeeennennnnnen.



Tablo 3.1.

Tablo 3.2.

Tablo 3.3.

Tablo 3.4.

Tablo 3.5.

Tablo 3.6.

Tablo 3.7.
Tablo 3.8.
Tablo 3.9.

Tablo 3.10.
Tablo 3.11.

Tablo 3.12.

Tablo 3.13.

Tablo 3.14.
Tablo 3.15.
Tablo 3.16.
Tablo 3.17.

Tablo 3.18.

Tablo 3.19.

TABLOLARIN LiSTESI

Sayfa No
Maya (Saccharomyces cerevisiae)’nin g¢esitli dalgaboylarindaki absorbans
4 [543 (<) U EPUR R 39
Maya (Saccharomyces cerevisiae)’nin 600 nm’de stireye bagl olarak,
absorbans degerlerine karsilik gelen tanecik sayilari..........ccccceeeeeeininnnnnnnn. 40
Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ya pH’m etkisi (Tanecik sayilar1 ve standart
sapmalar 10° ile carpilmalidir.) ..........ooeveveveeeeeeeeeeeeeeee e 41
Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ya kromun etkisi (Tanecik sayilar1 ve
standart sapmalar 10° ile ¢arpilmalidir.) ..........coovueueveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 43
C vitamini, Glutatyon (GSH, GSSG) ve MDA o6l¢timlerindeki tanecik sayilari
(Tanecik sayilar1 ve standart sapmalar 10° ile carpilmalidir.) ...........coo........ 44
Zamana bagh olarak gruplardaki tanecik sayilar1 (Tanecik sayilar1 ve standart
sapmalar 10° ile carpilmalidir). ..........ooeveveveeeeeeeeeeeeeeee oo 45
Sigir serum albumin standart (BSA) protein egrisi degerlert.............cceeenneee. 46
Maya 6rneklerindeki total protein miktarlart..........ccooeevvviiveiieeeeniiiiiiieeeeen. 47
Maya orneklerindeki C vitamini miktarlart.........cccoccoeeiiniiiinnie 48
Maya 6rneklerindeki Malondialdehit (MDA) miktarlart............cccccvvvveeeennnn. 49
12. Saatteki maya orneklerinin Glutatyon (GSH-GSSG) miktarlari ile
GSH/GSSG 0ranlart ........ooooiiiiiiiiiiiiieee e 50
24. Saatteki maya orneklerinin Glutatyon (GSH-GSSG) miktarlari ile
GSH/GSSG 0ranlart ........eooeiiiiiiiiiiiieeee e 51
36. Saatteki maya orneklerinin Glutatyon (GSH-GSSG) miktarlar ile
GSH/GSSG 0ranlart ........eoeeiiiiiiiiiiiiieeeie e 52
Maya orneklerindeki GSH/GSSG oraninin ortalama sonuglart ...................... 53
Maya orneklerindeki A vitamini miktarlart.........ccocooceiiiiiiin, 54
Maya orneklerindeki E vitamini miktarlart..............coccooii, 55
Maya orneklerindeki Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) enzimi aktivite degerleri
.................................................................................................................... 56
Maya orneklerindeki Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd) enzimi aktivite degerleri
.................................................................................................................... 57

Maya 6rneklerindeki Siiperoksit Dismutaz (SOD) enzimi aktivite degerleri..58

XI



KISALTMALARIN LISTESI

SC : Saccharomyces cerevisiae

AA : Askorbik asit

EDTA : Etilendiamin Tetra Asetikasit

GSH : Indirgenmis Glutatyon

GSSG :Yiikseltgenmis Glutatyon

GSH-Px : Glutatyon Peroksidaz Enzimi

SOD : Stiperoksit Dismutaz Enzimi

GSH-Rd : Glutatyon Rediiktaz Enzimi

H,0; : Hidrojen Peroksit

HPLC : High Performance Liquid Chromatography (Yiiksek Performansh Sivi
Kromatografisi

MDA : Malondialdehit

NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (Rediikte)

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

LOOH : Lipit hidroperoksit

KH,PO4 : Potasyum Dihidrojen Fosfat

NaClOy4 : Sodyum Perklorat

NaHCO; : Sodyum Bikarbonat

H;PO, : Fosforik Asit

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

BSA : S1g1ir Serum Alblimin Standart1

H;PO, : Fosforik Asit

HCIO4 : Perklorik Asit

FAD : Flavin Adenin Dintikleotit

NBT : Nitro Blue Tetrazolium

NaNj; : Sodyum Azid

Na,HPO, : Sodyum Monofosfat

XOD : Ksantin Oksidaz Enzimi

HCI : Hidrojen Klortir

n : Mikron

XII



1. GIRIS
1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Oksidatif Stres

Metabolizma, dogustan sahip oldugu oksidan-antioksidan bir dengeye sahiptir.
Dengenin bozulmas1 metabolizmada oksidatif strese yol acar [1]. Oksidatif strese yol acan
maddeler 2 smifa ayrilir:

e Radikaller: Siiperoksit (O7), Peroksil (L(R)OO’), Hidroperoksil (HOO),
Hidroksil ("OH)

e Radikal Olmayanlar: Hipoklorit (OCI), Singlet oksijen (‘O2), Hidrojen peroksit
(H20,) ve Ozon (O3) gibi maddelerdir [2, 3].

1.1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren atom veya
molekiillerdir. Ortaklanmamis elektronlarindan dolayr oldukga reaktifler ancak yari
omiirleri ¢ok kisadir. Metabolizmanin isleyisi sirasinda olusabilecekleri gibi dis etkenlerle
de meydana gelebilirler [4, 5]. Serbest radikaller;

1- Kovalent bagli molekiiliin homolitik boliinmesiyle olusur.

X:Y->X-+Y"

2- Bir molekiil elektron kaybederse serbest radikaller olusur. Elektron kayb1 esnasinda
molekiiliin dis orbitalinde paylasilmamis elektron varsa radikal meydana gelir.

3- Bir molekiile elektron transferi yoluyla da serbest radikaller olusur. Bu yolla
molekiiliin dig orbitalinde paylagilmamis elektron olusacagi i¢in radikaller meydana gelir

[6, 7].

1.1.3. Serbest Radikallerin Olusumu

Oksijenden olusan radikaller biyolojik sistemlerde bulunan en 6nemli radikallerdendir.
Hem gerekli hem de toksik 6zelligi olan oksijen; iki eslesmemis elektronlara sahip olmasi
ve eslesmemis elektronlarm ayr1 orbitallerde ayni yonde donmesi ona radikal olma
ozelligini kazandirir [8]. Molekiiler oksijene bir elektron ilavesiyle siiperoksit, iki elektron
ilavesiyle hidrojen peroksit ve li¢ elektron transferi yoluyla da hidroksi radikalleri

olusmaktadir [9, 10].



0, +e+H — HOy Hidroperoksil radikali

HO," - H++ Oy’ Siiperoksit radikali
0, +2H" + e — H,0, Hidrojen peroksit
H,O0, + e —» OH + "OH Hidroksil radikali
‘OH +e+H — H,0

1.1.3.1. Siiperoksit Radikali (O;")

Oksijenin bir elektron alip indirgenmesi yoluyla serbest siiperoksit radikali meydana
gelir. Bu radikalin reaktifligi yiiksek degildir [11-13]. Yiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar, fiziksel ve kimyasal maddeler ile otooksidasyon yoluyla siiperoksit radikalleri
meydana gelir [14]. SOD enzimiyle katalizlenen dismutasyon tepkimesi ile hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijen olusmaktadir. Bu tepkime SOD enzimi ile 109 kat daha hizli

cereyan eder [15].

20, + 2HY 52, H,O, + O,

1.1.3.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin 2 elektron almasi veya siiperoksidin 1 elektron almasi yoluyla
peroksit meydana gelir. Daha sonra peroksit molekiilii de 2 hidrojen atomuyla reaksiyona
girerek Hidrojen peroksiti olusturur [8]. Serbest radikal olmamasina ragmen reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunda rol alir [10]. Hidrojen peroksit katalaz, glutatyon peroksidaz ve

diger oksidaz sayesinde hiicreden uzaklastirilir [16].

1.1.3.3. Hidroksil Radikali ('OH)

En reaktif radikaldir ancak yarilanma omrii ¢ok kisadir. Meydana geldigi bolgede biiyiik
hasarlara yol acar. Hidroksil radikali; hidrojen peroksit ile siiperoksit radikalinin tepkimesi
sonucu olusur.

H,0, + O, — 'OH + OH + O,
Bu tepkime Haber-Weiss tepkimesidir ve bu tepkime demir katalizorliiglinde ¢cok hizli

cereyan eder [8,16].



0O, + Fe+3 — 0O, + Fe”
Fe? + H,0, — Fe” + "OH + OH
0" + H,0, — "OH + OH + O,

1.1.3.4. Singlet Oksijen ('0,)

Ortaklanmamis elektrona sahip olmadigi i¢in radikal olmayan ancak serbest radikal
reaksiyonlarinin baglamasma neden olan bir molekiildiir. Molekiiler oksijenle singlet
oksijenin farki; molekiiler oksijende paylasilmamis iki dis elektron ayni yonde ve ayri

yoriingelerde iken, singlet oksijende elektron donme yonleri birbirine zittir [17, 18].

1.1.3.5. Nitrik Oksit (NO")

Yapisinda eslesmemis elektron bulundurmasma ragmen NO® bircok biyomolekiil ile
kolayca tepkimeye giremezken, peroksil, alkil gibi diger serbest radikallerle kolayca

tepkimeye girerek daha az reaktif molekiiller olusturur [10].

1.1.4. Serbest Radikal Kaynaklan

Serbest radikaller; iyonize radyasyon, stres olusturan sartlar, alkol ve uyusturucu
maddeler, ¢evresel ajanlar (pestisitler, sigara dumani, anestezikler), kiiciik molekiillerin
otooksidasyonu, enzimler (ksantin oksidaz) ve proteinler (hemoglobin), mitokondrial
elektron transportu, peroksizomlar (oksidazlar), endoplazmik retikulum ve niikleer

membran elektron transport sistemleri yardimiyla olusmaktadir [19].
1.1.5. Serbest Radikalerin Etkileri

1.1.5.1. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

DNA serbest radikallerden kolaylikla zarar gorebilir. Iyonize radyasyon, oksijen
konsantrasyonunun artmasi, ksantin oksidaz ve cesitli kimyasal maddeler DNA’da radikal
olusumuna neden olurlar. Bu radikaller DNA’nin yapisini bozar. Bu hasar hiicrenin
yapisinin bozulmasina ve hiicrenin 6liimiine neden olur. Ayrica DNA yapisindaki piirin ve
pirimidin bazlarmin parcalanmasi sonucunda bu radikaller DNA’nin denatiirasyonuna

neden olurlar [5, 20].



1.1.5.2. Proteinlere Etkileri

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenmesi aminoasit kompozisyonlarina
baghdir [21]. Zincir reaksiyonlarmin hizla ilerleme ihtimali az oldugu i¢in serbest radikal
etkilerine kars1 proteinler doymamis yag asitlerinden daha az etkilenirler. Serbest radikal
hasar1 proteinlerde belirli bolgede birikmigse hiicrenin canlilig1 agisindan zararh etki yapar

[22, 23].

1.1.5.3. Karbohidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerine zararli etkileri vardir. Ozellikle
monosokkaritlerin otooksidasyonuyla hidrojen peroksit ve okzoaldehitler olusur. Ac¢iga
cikan okzoaldehitler de proteinlere baglanarak kanser ve yaslanmaya neden olabilirler.
Serbest radikallerin  karbonhidratlar tlizerindeki diger etkisi de polisakkarit

depolimerizasyonudur [24].

1.1.5.4. Lipitlere Etkileri ve Malondialdehit (MDA) Olusumu

Serbest radikallerin etkiledigi en hassas biyomolekiil lipitlerdir [25]. Biyolojik zarlar
lipit ve proteinden meydana gelmistir. Serbest radikaller lipit peroksidasyonuna yol acgarlar.
Lipit peroksidasyonu sonucu hem lipitler hem de zar proteinleri zarar goriir [17]. Lipit
peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Bu reaksiyon sonucunda reaktif
aldehitler tiretilir. Malondialdehit (MDA); peroksidasyona ugramis ¢oklu doymamis yag
asitlerinin boéliinmesiyle olusan ii¢ karbonlu bir dialdehitdir. Lipit peroksidasyonla olusan
MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna yol acgarak
zarar verir. Ayrica MDA metabolizmadaki oksidatif durumun gostergesi olarak kullanilir

[26, 27].

1.1.6. Serbest Radikaller ve Yol Actiklar1 Hastahklar

Oksidatif stres sonucu; kanser, kalp ve damar hastaliklari, astim, diabet, hipertansiyon,
grip, pnomoni, hepatit, inflamasyon hastaliklar1 gibi bircok hastalia yol actig1
belirtilmistir [28]. Ayrica iltihabi hastaliklar, radyasyon hasari, géz hastaliklari, yaslanma,
Alzheimer hastaligi gibi hastaliklara serbest radikallerin etkilerinin olabilecegi

belirtilmistir [23].



1.1.7. Mayalarda Oksidatif Stres Nedenleri

Mayalardaki oksidatif stres nedenleri sunlardir:
o Fiziksel stres kosullar1 (Ozmotik stres, yiiksek su / gaz basinci, radyasyon, 1s1
soku, kurutma / susuzlastirma),
e Kimyasal stres kosullann (pH stresi, besin sinirlamasi / aglik, metal iyonlarinin
stresi, etanol ve diger metabolitlerin yol agtig1 toksisite ve oksidatif stres),
e Biyolojik stres kosullarn (Maya hiicresinin yaslanmasi ve ortamdaki diger
organizmalar ve onlarla yarisma)’dir.
Oksijenli solunum esnasinda mayalar O,*, HyO, ve OH® gibi reaktif oksijen tiirlerine
maruz kalirlar. Bu reaktif oksijen tiirleri baslica proteinler, lipitler ve DNA’da oksidatif
hasarlara neden olurlar. Oksidatif strese karst maya hiicreleri igerdikleri antioksidan

enzimler ve molekiiller vasitasiyla kars1 koyarlar [29].

1.1.8. Antioksidanlar ve Metabolizma i¢cin Onemleri

Serbest radikallerin olusumu ve bunlarin yol actig1 hasar1 6nlemek i¢cin metabolizmada
bircok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlara ‘antioksidanlar’ ad1 verilmektedir [30].
Antioksidanlar gorevlerini ya serbest oksijen radikallerine bir hidrojen iyonu vererek
veya onlar1 daha zayif bir molekiile ¢evirerek yerine getirirler. Antioksidanlar, hiicrenin
membran ve s1vi kisimlarinda bulunurlar [31]. Antioksidanlar, endojen kaynakli ve eksojen

kaynakl1 antioksidanlar ve gida antioksidanlar1 olarak siiflandirilirlar:

1.1.8.1. Dogal (Endojen) Antioksidanlar

e Enzimler [SOD, CAT, GSH-Px, GSH-Rd, Hidroperoksidaz vb.]
¢ Enzim olmayan antioksidanlar [a-tokoferol (E-vitamini), B-karoten (A-vitamini),
askorbik asit, melatonin, transferin, ferritin, hemoglobin, albumin, bilirubin,

glutatyon gibi].

1.1.8.1.1. Siiperoksit Dismutaz Enzimi (SOD)

Metabolizmada serbest radikallerin toksik etkilerine kars1 ilk savunmayir SOD enzimi
yapmaktadir. Bu enzim siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene

dontistiirir [32, 33].

20,7 + 2H" %HQOQ + O,



SOD enziminin ¢esitli sekilleri mevcuttur. Prokaryotlarda Fe ve Mn-SOD mevcutken,
okaryotlarda Mn, Cu-Zn ve ekstraselliler SOD tipi bulunmaktadrr [11]. Insan
sitoplazmasinda Cu ve Zn iceren SOD tipi bulunurken mitokondrisinde Mn iceren SOD
sekli mevcuttur. Enzim hiicre i¢indeki siiperoksit radikallerinin diizeylerini diisiik tutarak

hiicreyi bu radikallerin zararlh etkilerine kars1 korur [34, 35].

1.1.8.1.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Aktif merkezinde sellenosistein igerip hiicre i¢i bir enzim olan Glutatyon peroksidaz
enzimi metabolizmada bulunan dogal bir antioksidandir. GSH-Px; iki adet tiyol grubu
ihtiva eden glutatyonu, glutatyon distilfite yiikseltgerken hidroperoksitleri ve H,O,’yi
indirger [36, 37].

ROOH +2GSH —%7~ sROH + GSSG

HOOH +2GSH —%7=2~ s7H,0 + GSSG

GSH-Px enziminin selenyuma bagimli ve bagimsiz olmak iizere iki sekli mevcuttur.
Selenyum bagimli enzim sekli hem H,O, hem de hidroperoksitlere etki ederek bunlarin
zararl etkilerini ortadan kaldirir. Selenyum bagimli olmayan sekli ise; sadece lipit

hidroperoksitlerin yikiminda gorev alir [38].

1.1.8.1.3. Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd)

Glutatyon rediiktaz enziminin yapisinda selenyum vardir. GSSG (okside glutatyon)’yi
hizla GSH (rediikte glutatyon)’a gevirerek hiicreyi peroksitlere karst korur [39]. Glutatyon
hiicre i¢cinde bulunan ve hiicrenin proteinlerini oksidatif hasarlara karsi koruyan bir

molekiildiir. Bu reaksiyonda Glutatyon Rediiktaz enzimi rol oynar [40].

GSSG + NADPH + H™ —YuayonRedikiaz o »GSH + NADP®

Glutatyon rediiktaz yapisinda flavin adenin diniikleotid (FAD) igerir ve NADPH tan bir
elektronun GSSG’nin distilfiid baglarina aktarilmasmi katalizler. Bu reaksiyonda goérev

alan NADPH’in kaynag1 pentoz fosfat yoludur [41].



1.1.8.1.4. E Vitamini (Tokoferoller)

CH3

HaC o CH3 CHa TH3 ,tH3
O .J}’L(Cth—CH—(CHz)j -—CH——(CHZ)3—C\H
HO 4/CH2 CH3
H2
CHy
E Witamini

(x—Tokoferol)

Sekil 1.1. E vitamini (a-Tokoferol)’nin yapisi

Tokoferol yapisinda olup, yagda ¢6ziiniip suda ¢oziinmeyen, yer fistigi, badem, pamuk
yagi, keten tohumu ve bitkisel yaglarda bulunan bir vitamindir [42]. E vitamini, lipit
peroksi radikallerini yikarak lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirdigindan
zincir kirict bir antioksidan olarak da bilinir [10]. GSH-Px enzimi ile E vitamini serbest
radikallere karsi birbirlerini tamamlarlar. GSH-Px, peroksitleri ortadan kaldirirken, E
vitamini de peroksitlerin sentezlenmesini Onler [43]. E vitamininin O6zellikle radikal
reaksiyonlar1 siwrasinda zincir kirici etkisi vardir. Glutatyon ve askorbik asit ile E

vitamininin antioksidan etkisi daha ¢ok artar [44-46].

1.1.8.1.5. Karotenler (A Vitamini)
H CHz H CH3
P3C H3 | | | l CH->0H
H> C\\\C/C%C/C%C/C%C - 2
| I |
Hz CH3 1—'1 H H H
H2

Vitamin A4

Sekil 1.2. A vitamininin yapisi

Yagda ¢oziinlip suda ¢éziinmeyen, bir primer alkol grubuna ve ¢ok sayida doymamis
baga sahip bir vitamindir. A vitamininin bir¢ok tiirli mevcut olup, en etkili ve en yaygin
tiirli B-karoten’dir. A vitamini antioksidan 6zelliginin yani sira hiicre ve intraselliiler zarin
saglamligi, glikoprotein sentezinde Onemli rolleri vardwr [47]. Karotenoidlerin uzun

konjuge ¢ift bagl sistemlere sahip olmasi onlar1 serbest radikal saldirilarini 6nlemede etkili



hale getirmektedir. B-karotenin (CAR) peroksil radikali ile direkt olarak reaksiyona
girebilecegi belirtilmektedir [48].
CAR- LOO" —— LOO- CAR

Karotenoitler de; tipk1 a-tokoferoller gibi iki peroksil radikali ile reaksiyona girebilirler
[1].
LOO- CAR' - LOO" —— LOO —CAR- LOO

1.1.8.1.6. C Vitamini (Askorbik asit)

|
HOCH
i
CH_>0OH
L —Askorbik asit

Sekil 1.3. C vitamininin yapist

Kapali formiilii C¢HgOg olan, kollajenin prolin ve lizin birimlerinin hidroksilasyon
reaksiyonlarinda koenzim olarak gorev alan, suda ¢oziilebilen ve 6zellikle yesil renkli taze
sebze, meyve ve turuncgillerde bol miktarda bulunan, 1sitilmaya dayaniksiz, dondurulmaya
dayanikli bir ketolaktondur [8, 49, 50]. Kolay bir sekilde ince bagirsaklardan emilir. C
vitamini siiperoksit ve hidroksil radikalleriyle kolaylikla reaksiyona girerek antioksidan
vitamin gorevini yapar. Ayrica safra asitlerinin sentezi ve demirin emilimi, yara
tyilesmelerinde etkili olma, balik, margarin, siit gibi yag ihtiva eden yiyecekleri oksidatif
bozulmaya karsi koruma ve askorbat radikali olusturarak radikalik tokoferollerin

yenilenmesini saglar [51].

Asc”+TocO® ——>AsC™+ TocO



1.1.8.1.7. Glutatyon (GSH)

5H
L
H:NH]/‘\\)'MHHH___ ___.-'NHMH______#'CU{]H
O

COOH

Sekil 1.4. Glutatyonun (GSH) yapisi

Glutatyon (y-glutamilsistein glisin), organizmada tiyol grubu igeren, diisiik molekiil
agirlikli 6nemli bir tripeptiddir [52, 53]. Antioksidan olarak hiicre i¢inde gorev almasinin
yani sira, DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi gibi fonksiyonlar1
da vardir [54-56].

Hiicre iginin en énemli antioksidan molekiilii rediikte glutatyon (GSH) dur. Ozellikle
ksenobiyotiklerin zehirlestirilmesi, aminoasitlerin transportu, proteinlerdeki siilfidril
gruplarmin rediikte halde tutulmasi, bazi enzimatik reaksiyonlarda koenzim gorevi goriir
[57-59]. Glutatyon peroksidaz enzimi tarafindan rediikte formdaki glutatyon (GSH) okside
glutatyon (GSSG) formuna doniisiirken, hidrojen peroksit veya lipit peroksitlerin
detoksifikasyonu gerceklesir. NADPH’in kullanildigi reaksiyonla glutatyon rediiktaz
enzimi ile tekrar okside glutatyon (GSH) rediikte glutatyon formuna g¢evrilir [8, 59].

1.1.8.2. Eksojen Antioksidanlar (ilaclar)

o Ksantin oksidaz inhibitorleri
e NADPH Oksidaz inhibitorleri
e Rekombinant siiperoksit dismutaz

e Trolox-C.

1.1.8.3. Gida Antioksidanlan

e Biitil Hidroksitoluen (BHT)
¢ Biitil Hidroksianisol (BHA)

e Sodyum Benzoat’tir [8].



1.1.9. Mayalarda Yer Alan Temel Antioksidan Savunma Sistemleri

Maya hiicreleri oksidatif strese maruz kaldiklarinda metabolizmalarindaki antioksidan
savunma sisitemleriyle karsi koyarlar. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’da bulunan

antioksidan savunma sistemleri sunlardir:

Maya savunma enzimleri ve kimyasallar Gorevleri

Enzimler

Glutatyon rediiktaz Yiikseltgenmis glutatyonun indirgenmesi

Cu/Zn siiperoksit dismutaz Stiperoksit anyonun uzaklastirilmasi (sitoplazma)
Mn siiperoksit dismutaz Stiperoksit anyonun uzaklastirilmasi (mitokondri)
Katalaz A Hidrojen peroksitin parcalanmasi (peroksizom)
Katalaz T Hidrojen peroksitin parcalanmasi (sitoplazma)
Sitokrom c peroksidaz Hidrojen peroksitin indirgenmesi

Kimyasallar

Glutatyon Oksijen icermeyen radikallerin uzaklagtirilmasi
Metallotiyonein Stiperoksit ve hidroksil radikallerinin uzaklastirilmasi

gibi bir cok savunma mekanizmasiyla karsilik verir [29].

1.1.10. Mayalar Hakkinda Genel Bilgi

Mayalar mantarlar aleminde yer almakta olup yaklasik 1500 tiiriiniin oldugu
bildirilmektedir [60-62].

Maya hiicresi proteinler, karbonhidratlar, yaglar ve inorganik maddelerden
olugsmaktadir. Maya hiicresinin biiyiik bir kismi1 proteinlerden olusturmaktadir [63]. Depo
karbondidratlar1 ve hiicre duvari karbonhidratlar1 olmak tizere iki ¢esit karbonhidrat
icermektedir [64]. Maya hiicresi; diger organik madde gruplarma gore yaglar1 daha az
icermektedir. Yag miktari; maya hiicresinin tiirline ve besi ortamma gore degismektedir
[63]. Ayrica maya hiicresi, kalsiyum, fosfor, potasyum gibi bazi inorganik maddeleri de
icermektedir [64].

Maya hiicreleri yagda ¢0zlinen vitaminler bakimindan fakir oldugu halde B

vitaminlerini fazla miktarda ihtiva etmektedir [65].
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1.1.11. Mayalarin Kullanim Alanlan

Mayalar en fazla alkol iiretimi, ekmek yapiminda, tursularin yapiminda, vitaminler,
gliserol, lipidlerin ve proteinlerin iiretiminde kullanilmaktadir [66-69]. Ayrica gida, kimya,
ilag ve zirai alanlarda da kullanilmaktadir [68, 70].

Maya endiistrisi en 6nemli fermantasyon endiistrisidir. Son zamanlarda, mayalardan tip
alaninda yararlanilmaktadir. Ozellikle mikrobiyoloji, molekiiler genetik gibi birgok ana
bilim dalinda kullamilan organizmalardandir. Mikroorganizmalarin kullanilarak zararli
maddeleri temizleme islemi ¢calismalarinda da mayalar kullanilmaktadir. Ozellikle toksik

agir metal giderimi bunlardan biridir [71].

1.1.12. Mayalarin Mikrobiyal Ozellikleri

Mayalarin biiyiiyebilmesi i¢in: sicaklik, su, pH, mevcut O, ve besin maddelerinin
bulunmasi gibi bir¢ok faktor gereklidir. Mayanin optimum biiyiime sicakligi 24-48 °C
arasinda degismektedir. Mikroorganizmalarin metabolik aktivitesi i¢in su gereklidir.
Mayalarin biiyiimesinde diger 6nemli bir faktér de pH’dir. Mayalarin ¢ogu 3-10 arasindaki
pH degerlerini tolere edebilir [72].

Mayalar tek hiicreli mantarlar olup tomurcuklanma yoluyla cogalirlar. Anaerobik
kosullarda bile mayalar rahatlikla gelisebilirler. Bakteriler mayalardan daha hizli iirerler.

Bazi mantarlarda oldugu gibi, mayalar da asidik kosullara dayaniklilardir [73].

1.1.13. Mikroorganizmalarin Cogalma Kinetigi

Mayalari besi ortami, karbonhidratlari, suda ¢éziinmiis azotlu bilesikleri ve madensel
tuzlar1 icerirse maya hiicreleri cogalmaya baslar. Uygun pH, sicaklik, oksijen miktar1 v.b.
kosullar saglanirsa mikroorganizmalarin ¢cogalmalar1 ¢esitli evrelerden gecer. Bu evreler,
gecikme fazi, lstel faz, yavaslama fazi ve durgunluk fazi olarak adlandirilir. Bu evreler

Sekil 1.5°de gosterilmektedir.
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Sekil 1.5. Mikroorganizma ¢ogalma kinetigi

I.faza gecikme fazi adi verilmektedir. Bu fazda besi ortamina eklenen maya hiicreleri,
ortama uyum siireci igerisindedir. Bu fazda mikroorganizma derisiminde artis gozlenmez
Bu fzin sonlarina dogru derisim ve canli hiicre sayisinda artis baslamaktadir.

Ustel fazda (II), maya hiicreleri ortama uyumu tamamlamistir. Bu canli hiicre sayisinda
ve iirlin tiretiminde siirekli bir artis gézlenmektedir.

Yavaslama fazinda (IIT), maya hiicreleri yaslanmigtir. Bu fazda da canli hiicre sayist
artis1 devam etmekte ancak canli hiicre artis hizi listel fazdan ¢ok daha diisiiktiir.

Durgunluk fazina (IV) ulasildiginda, maya hiicrelerinin boliinmesi ve 6lme hizlari

birbirine yakin oldugu i¢in bu fazda canli hiicre iiretimi olamaz [74, 75].

1.1.14. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ nin Yapisi

Alem Fungi

Bélim ‘Ascomycota

Alt Baliim - Saccharomycotina
S - Saccharomycetes
Talam - Saccharomycetales
E a - Saccharomvcetaceae
Cins : Sacchoramyeces
Tiir S. cerevisiae
Bilimsel Simflandirma

Binominal Ad1 : Saccharomyces cerevisiae

Sekil 1.6. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ nin yapisi (Meyen ex E.C. Hansen)
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En 1yi taninan maya ekmek veya bira mayasi olarak adlandirilan Saccharomyces
cerevisiae’dir [76]. “Saccharomyces” sozciigii seker mantar1 anlamima gelmektedir.
“Cerevisiae” 1se “biradan” demektir. Ayrica Saccharomyces cerevisiae iist fermantasyon
mayas1 ve gidasal maya olarak da adlandirilmaktadir. Saccharomyces cerevisiae,
tomurcuklanarak ¢ogalan bir maya tiiridiir. Koyu kabuklu meyvelerin kabuklarindaki
beyaz tabakada yer alir [77].

Maya (S. cerevisiae) hiicresi elips seklindedir. Hiicrelerinin biytkligi 5x10 p
civarindadir ve hiicre duvari, hiicre zar1 ve sitoplazma denilen genel kisimlardan meydana
gelmistir [29]. S. cerevisiae, dkaryotik bir organizma olup aerob’tur. Ancak fakiiltatif

anaerob’tur [78]. Maya hiicresinin yapis1 Sekil 1.7°de verilmistir [79].

Mitokondri

Tomurcuk vakuolu

Cekirdek
Golgi aygiti

Vakuol
Endoplazmik retikulum

Vakuol zari

Lipid graniilii & -

Hiicre zari | . o .

Hiicre duvart —»\\ '\ N\~ l

-

Vakuol graniilleri / o &

7

Depo maddesi = ——

Mitokondri

Sekil 1.7. Maya hiicresinin yapisi
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1.1.15. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ min Yasam Dongiisii

Maya hiicreleri haploit ve diploit olmak iizere iki farkli bigimde wvarliklarini
siirdiirebilirler. Haploit hiicreler mitoz biiylimeden ibaret basit bir yasam dongiisiine
sahiptirler ve yliksek stresli ortamda genelde oliirler. Diploit hiicrelerde mitoz biiyiimeden
olusan yasam dongiisiine sahiptir. Ancak stres halinde sporlanip mayoz bdliinmeye

girerler, ¢esitli haploit sporlar olustururlar ve bu sporlar ¢iftlenip yeniden bir diploit hiicre

/\

olustururlar [80].

haplﬂ
Temureuk- = birlegme
Bnma
Tamurcak- af & *
lanma dlplﬂld spor
bo MUrcy anma
haploid -

- ‘—-""/ ¢
v Y
Sekil 1.8. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ nin yasam dongiisi

Saccharomyces cerevisiae hiicreleri glikoz fermantasyonu sonucu eneji elde ederler. Bu
reaksiyon soyledir;
CsH 1206 ( glikoz) — 2C,HsOH + 2CO; + enerji
Oksijen yoklugunda fermantatif mayalar enerji elde etmek icin karbonhidratlar
karbondioksit ve etanole cevirirler. Biracilik ve sarapgilikta ortaya ¢ikan etanol siselenir,
ekmek yapiminda ise etanol buharlastirilir. Olusan karbondioksit gazi ekmegi kabartir. Bu

gaz hamurun kabarip artmasina neden olur [81].
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1.1.16. Maya (Saccharomyces cerevisiae) le Tlgili Yapilmuis Bazi Calismalar

Saccharomyces cerevisiae yiyecek ve ila¢ endiistrisinde dnemli rollere sahiptir. Ayrica
vitaminler, aminoasitler, B-glukan gibi 6nemli maddeleri de igerirler [82].

Maya hiicrelerinin (Saccharomyces cerevisiae) vitamin, protein, karbonhidrat, yag ve
mineral bakimindan zengin oldugu i¢in kozmetik alaninda da ¢ok faydali olabilecegini ileri
siirmiislerdir [83].

Agir metallerin ¢evresel su kaynaklarindan uzaklastirilmasi fiziksel ve kimyasal siire¢
gerektirdiginden mayalara olan ilgi artmustir. Saccharomyces cerevisiae ile agir metal
giderimi ve metal toleransi incelenmistir. Bu amagla Saccharomyces cerevisiae
hiicrelerinin Cu (II) iyonu giderim yetenekleri arastirilmis ve ¢ok kisa bir siirede bu maya
hiicrelerinin Cu (II) iyonunu biyosorbe ettikleri saptanmustir [84].

Saccharomyces cerevisiae kullanildig1 fermantasyonda glutatyonu en iyi sekilde
ekstrakte etmede etanol konsantrasyonunun iliskisi olup olmadig1 arastirilmis ve en iyi
ektraksiyon yOntemleri saptanmistir [85]. Ayrica Saccharomyces cerevisiae tarafindan
glutatyon Ttretimi [86] ve glutatyon {retiminde kiiltiir kosullarmnin etkileri [87],
Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinde bulunan glutatyonun hiicre disina en yiiksek
seviyede salinim yollar1 tizerine ¢caligmalar yapmislardir [88].

Maya hiicrelerinden faydalanilarak askorbik asit (C vitamini) sentezlemislerdir [89].
Ayrica mayada (Saccharomyces cerevisiae) selenyum bilesiklerinin ve vitamin A ile
vitamin E’nin koruyucu etkileri lizerine arastirmalar yapilmistir [90].

Saccharomyces cerevisiae kefir tanesinden izole edilmis mayalardandir [91]. Fermente
gida ve iceceklerin iiretiminde en fazla kullanilan Saccharomyces cerevisiae’nin laktik asit
bakterilerinin gelisimini, istenmeyen mikroorganizmalarin gelisiminin engellenmesi ve
enzimlerin {iretimi gibi ¢ok dnemli etkilerinin oldugu bildirilmistir [92].

Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces boulardii mayalarinin son zamanlarda
insan ve hayvanlarda probiyotik olarak kullanildig: belirtilmistir [93, 94].

GSH I geni kusurlu olan (glutatyon sentezleme yetenekleri olmayan) maya hiicrelerinin
iremelerinin devami i¢in ortama disaridan glutatyon ilavesinin gerekli oldugunu
vurgulamiglardir [95].

S. cerevisiae’de yapilan bir¢cok caligmalarla, enzimlerin H,O,’ya kars1 oksidatif stres
cevabr arastirilmistir  [96]. Ayrica S. cerevisiae’de antioksidan cevabi1 olusturan

enzimlerden siiperoksit dismutazi (SOD) ve katalazi sifreleyen genlerde mutasyonlar
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yapilmis ve glutatyon diizeyleri de azaltilarak maya hiicrelerinin peroksinitrit ve nitrit
oksid maddelerine kars1 verdikleri oksidatif stres cevabi arastirilmistir [97].

Ayrica maya (Saccharomyces cerevisiae)’nin metal stresine karsi verdigi cevap
mekanizmalar1 incelenmistir. Cd(Il) stresine maruz birakilan maya hiicrelerinin bu stres
karsisinda hiicresel cevabini proteom analizi ile belirlemislerdir. Arastirmada, S. cerevisiae
hiicrelerinin agir metal stresi karsisinda 54 proteinin sentezini arttirirken, 43 proteinin

sentezini azalttig1 bildirilmistir [98].

1.1.17. Metal ile Mikroorganizma Arasindaki Etkilesim Mekanizmasi (Biyosorpsiyon)

Biyosorpsiyon veya biyoadsorpsiyon olarak adlandirilan islem; metallerin biyokiitle ile
hareketsizlestirilmesi islemidir. Bu islemin temelinde metal ile hiicre yiizeyindeki
fonksiyonel gruplar arasindaki fizikokimyasal etkilesimler yer almaktadir. Bu yontem
fiziksel veya kimyasal adsorpsiyon, iyon degisimi, komplekslestirme, selat olusumu ve
¢okelme islemlerinden olusmaktadir. Ozellikle biyokiitlenin hiicre duvarlarmm yapisinda
polisakkaritler, proteinler ve yaglar vardir. Dolayisiyla karboksilat, hidroksil, siilfat, fosfat
ve amino gibi metal iyonlariyla bag yapabilen cesitli fonksiyonel gruplari yapisinda

bulundurur. Metal iyonlar1 bu gruplarla baglar yaparak tutunurlar [99].
1.1.18. Biyosorpsiyonu Etkileyen Faktorler
Sicaklik, biyokiitle miktari, pH, karistrrma hizi gibi faktorler biyosorpsiyon islemini
etkiler [99].
1.1.18.1. pH

Biyosorpsiyonun meydana geldigi ¢ozeltinin pH’s1 énemlidir. Ciinkii Hidrojen (H") ve
hidroksil (OH") iyonlarmin kuvvetli bir sekilde adsorbe olduklari halde diger iyonlarin
adsorpsiyonu ¢ozeltinin pH’ma baghdir [100].

1.1.18.2. Sicakhk

Biyosorpsiyon isleminde sicaklik Onemli bir parametredir. Enerjiye bagh
mekanizmalardan dolay1 mikrobiyal hiicrelerle metal biyosorpsiyonunda sicaklik dnemlidir

[99, 100].
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1.1.18.3. Biyokiitle Miktar:

Biyosorpsiyon islemine etki eden diger 6nemli parametre biyokiitlenin miktaridir. Genel
olarak sabit bir baslangic metal konsantrasyonunda ¢dzelti ortamindaki biyokiitle

miktarmin artmasi ile biyosorpsiyon da artmaktadir [101].

1.1.18.4. Kanistirma Hiz

Agir metal biyosorpsiyonuna etki eden diger bir faktor ise; prosesin gerceklestigi
ortamdaki karistrma hizidir. Adsorpsiyon hizi sistemin karistirma hizina bagh olarak ya

film diflizyonu ya da por difiizyonu ile kontrol edilmektedir [100].

1.1.19. Agir Metal ve Toksik Metal Kavramlar

Atom agirligr 56’dan daha biiyiik olan yada 5 g/mlL’den daha fazla yogunluga sahip
olan, kiiclik konsantrasyonlarda bile toksik etki yapabilen elementlere agir metal
denilmektedir [102]. Bu elementler besin zincirinde birikerek insan sagligini tehdit

etmektedir [103-105].
1.1.20. Krom

1.1.20.1. Kromun Kimyasal Ozellikleri ve Dogada Bulunusu

Krom, VI B grubunda yer alan, atom numaras1 24, kiitle numarast 52.01 olan metalik
bir elementtir. 0, +2, +3 ve +6 oksidasyon durumlarinda bulunabilir. Biyolojik sistemlerde

ii¢ degerlikli krom (Cr") bilesiklerinin fonksiyonu bulunmaktadir [106-108].

1.1.20.2. Krom Kaynaklan ve Krom fhtiyaci

Ogiitiilmemis tahil iiriinleri, baklagiller ve baharatlarin Cr igeriginin yiiksek, et, sebze
ve meyvalarin ¢ogunun ve siitliin Cr igeriginin diisiik oldugu bildirilmistir [107]. Glinlik

almmas1 gereken Cr miktarinin yetiskin insanlarda 50-200 ug civarindadir [108].

1.1.20.3. Kromun Metabolizmasi ve Biyolojik Fonksiyonlar

Basit diffiizyon disinda bir yolla krom ince bagirsaklarin iist bolimiinden emilir [106,
109, 110]. Kan glikoz diizeyinin artisiyla birlikte hiicrede insiiline duyarli transferin

reseptorlerini uyarmaktadir. Bu reseptorler Cr ile yiikli transferrini baglamaktadir. Bu
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reseptor endositoz yoluyla hiicreye girerek ortamin asitli§inin etkisiyle metalden ayrilir
[111-113].

Kromun ¢ degerlikli formu memeliler icin esansiyeldir [106]. Krom lipid
metabolizmasimin siirdiiriilebilmesi i¢in gereklidir. Dokulardaki ve kan lipid seviyesinin
ayarlanmasinda rol alir [106, 114]. Ayrica kromun, serum trigliserit, total kolesterol, LDL,
VLDL ve serbest yag asidi seviyelerini diislirdiigii, HDL diizeyini arttirdig1 saptanmistir
[115, 116]. Dolayisiyla krom karbonhidrat, protein ve lipid metabolizmalarini etkiler [110].

Kromun glikoz tolerans faktér (GTF)’iin yapisina katilip, insiilinle etkileserek

sindirilmis karbonhidratlarin dagitimma katkida bulunur [106, 109].

1.1.20.4. Krom Yetersizligi ve Toksisitesi

Alt1 degerlikli krom bilesikleri toksiktir ve deri, sindirim sistemi ve akcigerler igin
korozif 6zellik gosterirler. Laboratuvar ¢aligsmalar1 sayesinde Cr (VI)’nin brons sisteminde
kansere neden oldugu tespit edilmistir [117]. Ayrica krom toksisitesinde; Cr’un oksidasyon
durumu ve ¢oziiniirliigii dnemlidir. Kromun saf metal halinin toksik olmayip, Cr*iin
yiiksek konsantrasyonlarinin toksik olabilecegi bildirilmistir. Giinde Cr aliminin 1 mg’a
kadar zararl olmadig1 bildirilmistir [118].

Metabolizmada Cr eksikliginin serum glikoz, laktat ve trigliserit diizeylerini arttirdigi

bildirilmistir [119].

1.1.21. Amag

Giliniimiizde mayalama olaylar1 krom kaplarda yapilmaktadir. Krom toksik metallerden
oldugu icin kuvvetli oksidan etkisi ile hiicreleri parcalayip zarara ugratabilir. Ayni
zamanda krom oksidatif strese de yol agabilir. Bu nedenle {iretilen maya hiicrelerinin bir
kismma krom III kloriir tuzu katilarak stres olusturulacaktir. Stres olusturulan bu mayalara
antioksidan 0Ozelligi ispatlanan C vitamininden degisik konsantrasyonlarda katilarak;
mayalarin malondialdehit (MDA), indirgenmis glutatyon (GSH), yiikseltgenmis glutatyon
(GSSQ@), antioksidan vitaminlerin (A, E, C vitamini) miktarlar1 ve antioksidan enzimlerden
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) ile siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimlerinin aktiviteleri dl¢iilecektir. Bu dlgiilecek parametrelerden;

1) Krom HI kloriir tuzuna maruz kalan mayalarin enzimatik ve non enzimatik

antioksidanlara etkileri arastirilacak,

18



2) Krom III kloriir tuzuna maruz kalan mayalara degisik konsantrasyonlarda C vitamini
katilmas1 sonucu mayalarin enzimatik ve non enzimatik antioksidanlar1 arastirilacak,

3) Kontrol grubu dahil tiim olusturulacak uygulama gruplarmin hepsinde MDA ile
GSH/GSSG stres faktorleri hesaplanarak degerlendirilmesi yapilacak,

4) HPLC’de olciilen GSH ve GSSG miktarlarindaki degisim ile glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) aktiviteleri arasinda bir iliski olup, olmadiginin

arastirilmasi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Maya Kiiltiirii ( Saccharomyces cerevisiae)’niin Temini

Arastrmada Krom (Cr™)’ un toksik etkisini arastirmak iizere maya Saccharomyces
cerevisiae kullanilmistir.
2.1.2. Kullamlan Besiyerleri ve icerikleri

Saccharomyces cerevisiae cinsi mayalarin gelistirilmesinde Malt Extract Broth (MEB)
s1v1 besiyeri, mayalarin ekim ve sayim islemi i¢cin Malt Extract Agar (MEA) kullanilmis

olup, bilesimleri asagida verilmistir.

Malt Extract Broth (MEB) Sivi Besiyeri:

Bilesimi gram/litre
Malt extract 17,0
Mycological peptone 3,0
pH:5,4+ 0,2

Malt Extract Agar (MEA) Sivi Besiyeri:

Bilesimi gram/litre
Malt extract 30,0
Mycological peptone 5,0
Agar No. 2 15,0
pH: 5,4+ 0,2

Besiyeri bilesimindeki maddeler distile suda ¢oziindiikten sonra otoklavda 121°C’de 15
dakika siireyle steril edilmistir. pH ayarlart icin 1 M HCI ve 1 M NaOH ¢d6zeltileri

kullanilmistir. Biitiin calismalarimizda steril cam malzeme ve steril su kullanilmistir.

2.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasallar ve bu kimyasallarin temin edildigi firmalar
karsilarinda belirtilmistir.
. GSH-Rd (Sigma)
. GSH (Merck)



NaNj3 (Merck)

NADPH (Applichem)

H,0, (Merck)

Na,HPO4 (Merck)

NaCl (Merck)

SOD standart1 (Merck)

Metanol (Sigma)

Etanol (Sigma)

n-Hegzan (Merck)

Lizozom enzim standarti (Sigma)
A vitamini standart1 (Merck)

E vitamini standart1 (Merck)

C vitamini standart1 (Merck)
1,1,3,3- Tetra etoksi propan (Sigma)
CrCI5.6H,0 (Alfa Aesar)

Na,COs (Sigma)

CuS04.5H,0 (Sigma)

KH,PO, (Merck)

NaEDTA (Merck)

TRIS-Base (Merck)

TRIS-Asid (Sigma)

FAD (Fluka)

GSSG (Sigma)

NaClO4.H,0 (Merck)

H3PO4 (Merck)

HCI1O4 (Merck)

Ksantin (Sigma)

N.B.T. (Sigma)

Sigir Serum Albiimin Standarti1 (BSA) (Sigma)
Folin-Ciocalteu Reaktifi (Merck)
Ksantin Oksidaz (Sigma)
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o (NH4)2SO4 (Sigma)
o CuCL.2H,0 (Merck)

. Nitro Blue Tetrazolium (Sigma)

o NaOH (Sigma)
. HCI (Sigma)

2.1.4. Kullanilan Alet ve Cihazlar

o Ultrasantrifiij

o Spektrofotometre

o pH metre

o Magnetik karistiric
o Hassas terazi

o Karistirict

o Otomotik pipet

J HPLC

° HPLC kolonlar1

° Otoklav

o Calkalamali etiiv

: Beckman optima-L-70 K ultracentrifuge

: Secomam S. 750

: Jenway 3010 pH Meter

: ARE Heating magnetic stirrer

: Chyo JL-189

: NM 110 Vorteks

: Eppendrof 50-1000 uL

: CE 1100 Series Merck Hitachi UV Detector L-4000
: Inertsil ODS-3 (4,6x250 mm, Spm)

Supelcosil LC-18 kolonu (25 cm*4,6 mm, Sum)
Inertsil ODS-4 ( 4,6x150 mm, Spm)

: Eryigit model ERS 2000 D Sterilizator
: Gerhardt-Laboshake

2.1.5. Deneyde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

e % 0,9’luk NaClI izotonik Tuz Cézeltisinin Hazirlamsi
% 0,9’luk NaCl izotonik tuz ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 9 gr NaCl tartilarak 1000

mL’ye steril su ile tamamlanda.

e Cr ™ Cozeltisinin Hazirlanmasi

200 ppm 250 mL stok Cr * ¢dzeltisini hazirlamak igin, 0,256 g CrCl3.6H,O tartild1. 250

mL’ye steril su ile tamamlandi. Toplam 120 mL maya &rnekleri hazirlanmak tizere Cr

stok cozeltisinden gerekli hacimlerde eklenildi.

22



e C Vitamini Cozeltisinin Hazirlanmasi

200 ppm 100 mL C vitamini stok ¢dzeltisini hazirlamak i¢in, C vitamini standardindan
20 mg tartilarak steril su ile 100 mL’ye tamamlandi. Toplam 120 mL maya ornekleri
hazirlanmak {izere C vitamini stok ¢ozeltisinden gerekli hacimlerde eklendi.

e Lizozom Enziminin Hazirlamis1

46400 Unite/mg Lizozom enziminden 20 mg tartildi ve pH’1 7,38 olarak hazirlanan
fosfat tamponundan 1,5 mL eklenerek enzimin iyice ¢dziinmesi saglandi. Boylece 13333,3
ppm enzim kaynagi hazirlanmis oldu. Bu enzim kaynagindan tiiplerdeki Orneklere

(cokeleklere) 2 damla eklendi (0,1 mL).

2.1.6. Maya (Saccharomyces cerevisiae) Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan mikroorganizma Saccharomyces cerevisiae olup, caligma
stiresince Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmasini i¢eren kuru maya 6rnegi +4°C’de
saklandi. Mikroorganizma kiiltiirlinlin hazirlanmasi, ekimi ve mikroorganizma {izerine
etkisi arastirilacak kimyasallarm eklenmesi ve inkiibasyonu da Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda yapildi. Biitiin kiiltiirler 30°C’de ¢alkalamali etiivde (Gerhardt-
Laboshake) 150 rpm’de inkiibe edildi [120]. Maya orneginden 200 mg tartilarak 10 mL
Malt Extract Broth (MEB) igeren tiipe ekim yapildi. 30°C’de 24 saat bekletilerek 6n
zenginlestirme islemi yapildi. Zenginlestirilmis maya 6rneginden 1 mL alinarak 100 mL
MEB iceren erlene asilama yapildi ve etiivde 30°C’de 12 saat inkiibasyona birakildi. Maya

kiiltiirii hazirlanmis oldu. Maya 6rneginin hazirlanmasi [84]’e gore yapildi.

2.1.7. Maya Orneklerinde Seyreltme islemi ve Ekimleri

Seyreltme islemi i¢in % 0,9°luk NaCl izotonik tuz ¢6zeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden
9’ar mL cam tiiplere alindi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika siireyle steril edildi. Maya
orneklerinden de 1 mL alinarak cam tiiplere konuldu. Bdylece 10 kat seyreltme islemi
yapilmis oldu. Biitin maya Ornekleri 10° seyreltildi. Seyreltilmis 6rneklerden 1 mL
alinarak tli¢ tane petri kabma 20 mL Malt Ekstract Agar (MEA) kullanilarak ekim yapildi.

Orneklerdeki toplam hiicre sayis1 107 hiicre/mL olarak hesaplandi.
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2.1.8. Deney Diizeneginin Hazirlanmasi

Saf olarak iiretilen maya Ornekleri; kontrol, uygulama I, uygulama II, uygulama III,
uygulama IV, uygulama V, uygulama VI, uygulama VII ve uygulama VIII grubu olmak

iizere dokuz gruba ayrild1.

Grup 1 (kontrol) = maya ornegi + su
Grup 2 (uygulama I) = maya ornegi + 10 ppm krom III kloriir tuzu+ su,
Grup 3 (uygulama II) = maya Ornegi + 10 ppm krom III kloriir tuzu +10 ppm C

vitamini + su,

Grup 4 (uygulama III) = maya 6rnegi + 10 ppm krom I kloriir tuzu + 15 ppm C

vitamini + su,

Grup 5 (uygulama IV) = maya 6rnegi + 10 ppm krom III kloriir tuzu + 20 ppm C

vitamini + su,

Grup 6 (uygulama V) = maya 6rnegi + 40 ppm krom III klortir tuzu + su

Grup 7 (uygulama VI) = maya 6rnegi + 40 ppm krom III kloriir tuzu + 10 ppm C

vitamini + su,

Grup 8 (uygulama VII) = maya 6rnegi + 40 ppm krom III kloriir tuzu + 15 ppm C

vitamini + su,

Grup 9 (uygulama VIII) = maya 6rnegi + 40 ppm krom III kloriir tuzu + 20 ppm C

vitamini + su
katilarak 500 mL’lik erlenlerde 120 mL’lik numuneler hazirland1. Orneklerin hepsi pH 4’¢
ayarlandi. Her maya 6rneginde; A, E, C vitaminleri, MDA, GSH ve GSSG miktarlar1 ile
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd) ve Siiperoksit Dismutaz
(SOD) enzim aktiviteleri belirlendi. Her bir ornekteki parametreler ii¢ paralel olarak

incelendi.

2.2. Metot

Tarafimizdan tretilerek dokuz gruba ayrilmis olan maya oOrneklerindeki A, E, C
vitaminleri ve MDA miktarlar1 ile indirgenmis glutatyon (GSH) ve yiikseltgenmis
glutatyon (GSSG) miktarlar1 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ile
belirlendi. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Py) Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd), ve Siiperoksit

Dismutaz (SOD) enzimlerinin aktiviteleri de spektrofotometre ile belirlendi.
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2.2.1. Ham Oziit Hazirlanmasi

Sivi besi ortamindaki hiicrelerden ham 06ziit hazirlanmasinda Jakubowski [121],
tarafindan Snerilen yontem kullanildi. Kontrol grubu ve Cr" uygulanmis deney grubundaki
hiicreler, 4500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Hiicre ¢okeltisi, besi ortami
kalintilarindan armdirilmak iizere 2 mL steril saf su ile 2 kez yikandi. Daha sonra pH’1
7,38 olan fosfat tamponuyla sulandirilmis Lizozom enziminden hiicre ¢okeltisine 2 damla
eklenerek 5 dk vortekslendi. 1,5 mL deiyonize su ile siispanse edildi. Her bir 6rnek {izerine
asit ile yikanmis 1g cam boncuk (0,25-0,30 mm c¢apinda) eklendikten sonra tekrar
vortekslendi ve ultrasonik su banyosunda 15 dk bekletildi. Ornekler 10 dk santrifiijlendi.
Ust stvidan 1’er mL numune tiiplerine aktarildi. Elde edilen ham oziitler deneylerde

kullanilmak tizere -20 °C’da saklandi.

2.2.2. A ve E Vitamini Analizi

Maya o6ziitlerinden 1 mL aliarak tlizerine 2 mL Etanol:Stilfiirik asit (99:1) karigimindan
ilave edildi. Proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglandi. Daha sonra vorteks ile iyice karistirildiktan
sonra 4500 devirde 5 dakika santrifiijlendi. Santrifiijlenen ornekler iizerine 0,3 mL n-
hekzan ilave edildi. Hekzan ilavesiyle ortamdaki yagda ¢oziinen vitaminler hekzan fazina
ekstrakte edildi. Tiipler vortekste karistirilarak tekrar santrifiijlendi. Santrifiij sonunda
hekzan fazi1 dikkatli bir sekilde ayrilarak cam tiipe alindi. Ornek iizerine tekrar 0,3 mL n-
hekzan ilave edilerek karistirilip santrifiijlendi ve n-hekzan faz1 cam tiipteki hekzan faz ile
birlestirildi. Ekstrakte edilen hekzan fazi azot gazi ile dikkatlice ortamdan uzaklastirild.
Hegzani uzaklastirilmis olan cam tiipteki kalint1 0,10 mL metanolde ¢6ziildii. Bu
cozeltiden 20 pL almip HPLC’ye enjekte edildi. Her bir 6rnek i¢in ayni islemler yapildi.
HPLC’de mobil faz olarak Metanol:Su (98:2) karisimi kullanildi. Maya 6rneklerindeki A
vitaminleri (Retinol) Inertsil ODS-3 (4,6%250 mm, Sum) kolonu ile mobil fazin akis hiz
0,9 mL/dk’ya ayarlanarak, 326 nm’de 4.dk’da tayin edildi. E vitamini (a-Tokoferol)
miktarlart SUPELCOSIL LC-18 (25 cm x 4,6 mm, Spm) kolonunda 296 nm’de akis hiz1
0,9 mL/dk’ya ayarlanarak 10. dk’da belirlendi [122-124].

Standart A ve E Vitamini Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Orneklerdeki A vitamini miktarlarinmn hesaplanmasi igin, 8 mg A vitamini standarti
tartilarak 10 mL’lik balonjojeye konuldu. 10 mL’ye metanolle tamamlanarak 800 ppm stok

A vitamini standart stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok A vitamini ¢ozeltisinden uygun
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seyreltmeler (C; V= C,V; formiilii kullanilarak) ile degisik konsantrasyonlarda A vitamini
cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin HPLC’de pik yiikseklikleri belirlendi.
Daha sonra konsantrasyona karsi pik yiikseklikleri grafige alinarak A vitaminin ¢aligma
grafigi olusturuldu (Sekil 2.1). A vitamini ¢aligma grafiginin olusturulmasinda belirtilen
islemler E vitamini i¢inde gerceklestirilerek Sekil 2.2°de verilen E vitamininin ¢aligma
grafigi cizildi. Calisma grafiklerinden faydalanilarak orneklerdeki vitamin miktarlar
hesaplandi.
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Sekil 2.1. A vitamini ¢alisma grafigi ve dogru denklemi
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Sekil 2.2. E vitamini ¢aligma grafigi ve dogru denklemi

2.2.3. C Vitamini Analizi

Maya 6ziit 6rneklerinden 1 mL alinarak tizerine 0,5 M HCIO4’den 0,5 mL ilave edilerek
vortekslendi. Daha sonra vortekslenen bu karisim 4500 devir/dk’da 5 dk santrifiijlenerek
proteinler ¢oktiiriildii. Santrifiijlenen 6rnegin iizerindeki berrak kisimdan dikkatlice 20 pL
almarak HPLC’ye enjekte edildi [125]. HPLC’de hareketli faz olarak: 3,7 mM KH,PO,
(pH=4), akis hiz1: 0,8 mL/dk ve 245 nm’lik dalgaboyunda, Inertsil ODS-4 (5 pm, 4,6x150
mm) kolonu kullanilarak 3,5. dk’da maya 6rneklerindeki C vitamini miktarlar1 tayin edildi
[126].

Standart C Vitamini Cozeltilerinin Hazirlanmasi

C vitaminini standartindan 10 mg tartilarak 10 ml’lik balonjojeye konuldu. 10 ml’ye saf
su ile tamamlanarak 1000 ppm stok C vitamini ¢dzeltisi hazirlandi. C vitamini stok
cozeltisinden uygun seyreltmeler (C;V; = C,V, formiilii kullanilarak) ile degisik
konsantrasyonlarda C vitamini ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢6zeltilerin HPLC’de
pik yiikseklikleri belirlendi. Daha sonra konsantrasyona karsi pik yiikseklikleri grafige
almarak Sekil 2.3’de verilmis olan C vitaminin ¢alisma grafigi cizildi. Orneklerdeki C

vitamini miktarlarinin hesaplanmasinda ¢aligma grafiginden faydalanild:.
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Sekil 2.3. C vitamini ¢alisma grafigi ve dogru denklemi

2.2.4. Malondialdehit (MDA) Analizi

Maya 6ziit 6rneklerinden 1 mL alinarak iizerine 0,5 M HCIO4’den 0,5 mL ilave edildi
ve karigim 1iyice vortekslendi. Daha sonra bu karisim 4500 devir/dk’da 5 dk
santrifiijlenerek proteinleri ¢oktiiriildii. Santrifiijlenen siiziintiiniin tist kismindan dikkatlice
20 pL almarak HPLC’ye enjekte edildi. HPLC’de Inertsil ODS-4 (5 pm, 4,6x150 mm)
kolonunda, 30 mM KH,PO4 ve metanol karigimi (%65-%35), pH:4’e H3POy ile ayarlanmig
mobil faz kullanildi. Mobil fazin akis hiz1 0,5 mL/dk’ya ayarlanarak 254 nm’de 3,5. dk’da
miktarlar1 belirlendi. Ornekler 1:10 oraninda seyreltildigi i¢in seyreltme faktorii ile ¢arpildi
[127].

Standart MDA Cozeltilerinin Hazirlanmasi

10 mL’lik balonjojeye 1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP)’dan 10 pL alinarak 0,1 M HCI
ile toplam hacim 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu ¢ozelti agz1 kapakli bir plastik tiipe
almarak su banyosunda 100 ‘C’de 5 dk bekletildi Bu siirenin sonunda soguk suya
daldirilarak 1iyice sogutuldu. Sogutulan c¢ozeltiden de 100 mL’lik balonjojeye 1 mL
almarak saf su ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi. Bu sekilde 40,6 nmol/mL (2,92 ppm)
stok MDA ¢06zeltisi hazirlanmis oldu. Bu stok ¢ozeltiden uygun seyreltmeler (C;V; = C,V;
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formiilii kullanilarak) ile degisik konsantrasyonlarda MDA ¢ozeltileri hazirlandi.
Hazirlanan bu c¢ozeltilerin HPLC’de pik yiikseklikleri belirlendi. Daha sonra
konsantrasyona kars1 pik yiikseklikleri grafige almarak Sekil 2.4’de verilmis olan MDA
calisma grafigi olusturuldu. Orneklerdeki MDA miktarlarmin hesaplanmasinda ¢alisma

grafiginden faydalanildi.
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Sekil 2.4. MDA ¢alisma grafigi ve dogru denklemi

2.2.5. indirgenmis ve Yiikseltgenmis Glutatyon Analizi

GSH ve GSSG miktarlarinin belirlenmesi i¢in maya siipernatant orneklerinden, 1 mL
almip her birinin iizerine 0,5 M HClO4’den 0,5 mL ilave edilerek vortekslendi. Karisim
4500 devirde 5 dk santiifiiriijlenerek proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglandi. Santrifiijlenen
stiziintlinlin tst kismindan dikkatlice 20 pL alimarak HPLC’ye enjekte edildi. HPLC’de
SUPELCO Analytical EXSIL 100-50DS (5 pm, 25cm x 4,6 mm) kolonu ve mobil faz
olarak da ¢oziicii olarak % 0,1 H;PO, kullanilarak hazirlanmis olan 50 mM NaClO4
cozeltisi kullanildi. Mobil fazin akis hiz1 0,9 mL/dk ayarlanarak 215 nm’de 6,1. dk’da
indirgenmis glutatyon (GSH) ve 23. dk’da yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) miktarlar1
tayin edildi [128].

Standart indirgenmis ve Yiikseltgenmis Glutatyon Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Indirgenmis glutatyon (GSH)’dan 9 mg tartilarak 10 mL’lik balonjojeye alindi ve

iizerine 0,5 M HCIO4’den 1 mL ilave edilerek ¢oziildii. Daha sonra saf su ile toplam hacmi

29



10 mL’ye tamamlanarak, 900 ppm indirgenmis glutatyon ¢6zeltisi hazirlandi. Bu 900 ppm
stok cozeltiden uygun seyreltmeler yapilarak degisik konsantrasyonlarda indirgenmis
glutatyon ¢ozeltileri hazirland1.

Standart stok yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) ¢6zeltisini hazirlamak i¢in; 10 mL’lik
balonjojeye 11 mg ylikseltgenmis glutatyon ve tlizerine 0,5 M HCIO4s’den 1 mL ilave
edilerek ¢oziildii. Daha sonra saf su ile toplam hacmi 10 mL’ye tamamlanarak, 1100
pg/mL yiikseltgenmis glutatyon ¢ozeltisi hazirlandi. Bu 1100 ppm stok c¢ozeltisinden
uygun seyreltmeler yapilarak degisik konsantrasyonlarda yiikseltgenmis glutatyon
cozeltileri hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltilerin HPLC’de pik yiikseklikleri belirlendi. Bu
pik yiiksekliklerine karsi konsantrasyonlar grafige alinarak, calisma grafikleri ¢izilip,
dogru denklemleri olusturuldu. Yiikseltgenmis ve indirgenmis glutatyonlara ait caligma
grafikleri sirasi ile Sekil 2.5 ve Sekil 2.6’da verilmistir.

Her c¢alismada yeni bir calisma grafigi ¢izilerek o calismanm indirgenmis ve
yiikseltgenmis glutatyon verileri o giinkii calisma grafiginin dogru denkleminden

hesaplandi.

y=0,1136x - 0,0398
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Sekil 2.5. Yiikseltgenmis glutatyon ¢alisma grafigi ve dogru denklemi
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Sekil 2.6. Indirgenmis glutatyon calisma grafigi ve dogru denklemi

2.2.6. Ham Oziitteki Total Protein Derisiminin Tayini

Protein tayini Lowry [129], metoduna gdre yapildi. Bu metot proteinlerin alkali
bakir siilfat ilavesiyle, fosfotungstik asit ile mavi renkli kompleks olusturmasi temeline
dayanmaktadir. Olusan bu renkli bilesigin ise spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda
absorbans1 Olciilerek kantitatif olarak protein miktar1 belirlenir. Proteinlerin ¢ogunda
tirozin veya triptofan veya her iki aminoasit esit oranlarda bulunmaktadir. Bu aminoasitler,
fosfotungstik-fosfo molibdik asidi (Folin-Ciocalteu) indirgeyerek mavi renk verirler. Bu
yontem ile proteinler once alkali ortamda bakir iyonu ile reaksiyona girerek bakir-protein
kompleksini olusturur, daha sonra ortama Folin-Ciocalteu ¢6zeltisi eklendiginde bakir-
protein kompleksi, tirozin ve triptofan kokleriyle birlesir. Bunun i¢in icerikleri bildirilen A,
B ve C ¢ozeltileri hazirlanmistir.

o Cozelti A: 20 g Na,COs ve 4g NaOH saf suda birlikte ¢oziiliip son hacim 1 L’ye
tamamlanarak hazirlanmustir.

o Cozelti B: 0,5 g CuSO4.5H,0, %1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziiliip son
hacim ayni1 ¢ozelti ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

o Cozelti C: 50 mL A c¢ozeltisi ile 1 mL B ¢ozeltisi karistirilarak hazirlanmistir

(Kullanilacag1 zaman hazirlanmasina dikkat edilmistir).
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e Folin-Ciocalteu cozeltisi: Folin-Ciocalteu saf su ile 1:1 oraninda seyreltilerek

hazirlanmastir.

e Standart protein cozeltisi: 1 mL’sinde 0,25 mg sigir albiimini olacak sekilde %

0,9’luk NaCl (serum fizyolojik ) ¢cozeltisiyle hazirlanmastir.

Standart protein egrisini cizimi: 6 adet deney tiipii alinarak tiiplere sirasiyla standart
protein ¢ozeltisinden (0,25 mg/mL); 0, 20, 100, 200, 500, 1000 ul eklenip serum fizyolojik
ile 1 mL’ye tamamlanmistir. Bu tiiplerin protein derisimleri sirasiyla 0; 0,005; 0,025; 0,05;
0,125; 0,25 mg/mL’ye karsilik gelmektedir. Hacmi 1 mL’ye tamamlanmis standart
cozeltiler ile 1 mL maya 6rnekleri iceren her tiipe 5 mL C ¢ozeltisi ilave edilmistir. 10
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra her tiipe 1:1 oranminda seyreltilmis Folin-
Ciocalteu ¢ozeltisinden 0,5 mL eklenmistir. 30 dakika oda sicakliginda bekletilip tiip
iceriklerinin absorbanslar1 kore karsi 750 nm’de okunmustur. Bu degerler derisime karsi
grafige alinmis, Orneklerin protein icerikleri ayni yontemle standart protein egrisi

kullanilarak degerlendirilmistir.

2.2.7. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Analiz Yontemi

Prensip: GSH-Px H,0, varliginda indirgenmis glutayonun (GSH) ytkseltgenmis
glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini kataliz eder. H,O,’in bulundugu ortamda GSH-Px’in
olusturdugu GSSG, GSH-Rd ve NADPH yardimiyla GSH’a indirgenir.

2GSH+ H,0, —&% 32H,0 + GSSG 2.1
2H,0 + GSSG —MPPHAH SNADE. o 9 GSH (2.2)
GSH -Rd

GSH-Px aktivitesi NADPH’in NADP’ye yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans

farkinin 340 nm’de okunmastyla 6lgiiliir [130].
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Deneyde Kullanilan Reaktifler

GSH (150 mM) : 50 mg GSH 1 mL tamponda ¢oziildii.

NaNj; (1M) : 65 mg sodyum azid ImL tamponda ¢oziildii.

NADPH (3 mM) : 10 mg NADPH 2 mL tamponda ¢6ziildii.

GSH-Rd : Ticari preparattan (U/mL, spesifik aktivite) direkt olarak

seyreltme yapilmaksizin kullanildi.

H,0, (50 mM) : 15 uLL H,O, alinip hacim 5 mL ye tamponla tamamlandi.

Tampon (pH: 7,5), 50 mM fosfat tamponu = 600 mL A+ 400 mL B+ 2,08 gr
EDTA’nin sodyum tuzu ile hazirlandi.

A: Na,HPO4 50 mM, 7,1 g/ B: KH,PO4 50 mM, 6,8 gr/L

Deneyin Yapilisi

Ornek Kor
Fosfat tamponu (mL) 2,66 2,68
GSH (mL) 0,1 0,1
NADPH (mL) 0,1 0,1
GSH-Rd (mL) 0,01 0,01
NaNj; (mL) 0,01 0,01
Ornek (mL) 0,02 -

Tipler iyice karistirilarak oda sicakliginda 25°C 30 dk inkiibe edildi ve siirenin sonunda
absorbans1 okunacak her tiipe 0,1 mL H,0, ilave edilerek reaksiyon baslatildi. Dalga boyu
340 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede 5 dk siire ile takip edildi. ilk absorbans-son
absorbans degeri alinarak 5’e boliindii. Orneklerin pH degerleri pH=7,00’ye ayarlandiktan
sonra tiim enzim analizleri yapilmistir.

Hesaplama

AOD = Optik Dansite Degisimi

6,22 = 1 mM NADPH’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri

VrorLam= Toplam hacim

Vornexk= Hemolizat hacmi
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Ik Absorbans — SonAbsorbans

AOD | dak = . (2.3)
GSH — Px Aktivitesi(U / mL) = 29D dak . VTOPLAM 2.4)
6,22 VORNEK
) L ) GSH — Px Aktivitesi(U/mL)
GSH — Px Spesifik Aktivitesi (U / mg proteln) = (2.5)

Protein Miktar (mg / mL)

2.2.8. Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd) Analiz Yontemi

Prensip: Glutatyon rediiktaz GSSG‘nin NADPH tarafindan GSH’a indirgenmesini

katalize eder. Enzim aktivitesi, tepkime sirasinda yilikseltgenen NADPH’1in 37°C de 340

nm dalga boyunda absorbans farki ile belirlenir [131].

NADPH + H' + GSSG —Z%L_5 NADP" + 2GSH (2.6)

Deneyde Kullanilan Reaktifler

1. 1M Tris tamponu ( pH: 8,0)
Tris asit 8,8 g
Trisbaz 5,4 g
EDTA 0,14 g
Saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.
2. 10 uyM FAD
100 mM stok FAD hazirlamak i¢in 0,8 mg FAD saf su ile 10 mL’ye tamamlanir.
Bu stok FAD c¢ozeltisi 1:10 seyreltilerek 10 mM FAD hazirlanir.
3. 0,033 M GSSG
210 mg GSSG saf su ile 10 mL’ye tamamlanir. Kullanilacak olan miktar giinliik
olarak hazirlanir.
4. 2 mM NADPH
17 mg NADPH saf su ile 10 mL’ye tamamlanir. Kullanilacak olan miktar giinliik

olarak hazirlanir.
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Deneyin Yapilisi

Ayiraglar 1 mL’lik tiiplere tablodaki gibi ilave edilir.

Kor (uL ) Ornek( ul)
IM TRIS tamponu 50 50
Hemolizat - 100
Saf su 790 690
10 uM FAD 100 100

37°C de 10 dk inkiibasyon
0,033 M GSSG 100 100

37°C de 10 dk inkiibasyon
2 mM NADPH 50 50

Hesaplama

AOD = Optik Dansite Degisimi

6,22 =1 mM NADPH’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri
V1oplam = Toplam hacim

Vomek = Hemolizat hacmi

Ik Absorbans — SonAbsorbans

AOD | dak = . 2.7
GSH — Rd Aktivitesi(U / mL) = AOD/dak | VTOPLAM (2.8)
6,22 VORNEK
) L . GSH —Rd Aktivitesi(U/mL)
GSH — Rd Spesifik Aktivitesi (U / mg protem) = (2.9)

Protein Miktar (mg / mL)
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2.2.9. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

SOD aktivitesi Sun [132], tarafindan Onerilen yontem kullanilarak tayin edilmistir.

SOD, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siliperoksit radikallerinin (O, ")

hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu yontem, ksantin ve

ksantin oksidaz (XOD) kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin (2.10), nitro blue

tetrazolium (N.B.T) ile meydana getirdigi mavi renkli formazan boyasmin 560 nm dalga

boyunda verdigi optik dansititenin (OD) okunmasi esasina dayanmaktadir. Ornekte

bulunan SOD, siiperoksit radikallerini ortamdan uzaklastirarak (2.11) numarali formazan

reaksiyonunu inhibe eder. Dolayisiyla formazon olusumunun inhibisyonun tayiniyle SOD

miktar1 indirekt olarak saptanmaktadir.

XoD
Ksantin — Urik asid + O, e~ (2.10)
N.BT.+0, e — formazanboyasi (2.11)
SOD
O, +0,¢ +2H" - 0, +H,0, (2.12)

Reaktif Cozeltisinin Bilesenleri:

Ksantin ¢ozeltisi (0,3 mM): 9,13 mg ksantin tartilarak once birka¢g damla 1N
NaOH ile ¢6ziildii. Daha sonra hacim saf su ile 200 mL’ ye tamamlanda.

EDTA (0,6 mM): 22,3 mg EDTA tartilarak toplam hacim 100 mL olacak sekilde
saf suda ¢oziildii.

NBT (150 pg/L): 12,3 mg NBT tartilip toplam hacim 100 mL olacak sekilde saf
suda ¢oziildii.

Na,CO; (400 mM): 4,24 g Na,CO; alinarak toplam hacim 100 mL olacak sekilde
saf suda ¢oziildii.

BSA (1 g/L): 25 mg BSA tartilarak toplam hacim 25 mL olacak sekilde saf suda
¢Ozildii.

Ksantin oksidaz: (167 U/L) enziminden 48 pL alindi, 3 mL 2M buz soguklugunda
(NH4)2S0O4’da ¢oziilerek buz icinde bekletilmistir.

(NH4)2SO4 (2M): 2,643 g (NH4),SOy4 tartilip toplam hacim 10 mL olacak sekilde

saf su icerisinde ¢Oziildii.

36



e CuCL.2H0 (0,8 mM): 13,6 mg CuCl,.2H,0O alinarak toplam hacim 100 mL

olacak sekilde saf suda ¢oziildii.
Reaktif Cozeltisinin Hazirlamis1 (27 6rneklik) : 40 mL ksantin ¢ozeltisi, 20 mL EDTA
¢oOzeltisi, 20 mL NBT c¢ozeltisi, 12 mL Na,COs ¢ozeltisi ve 6 mL BSA ¢ozeltisi alinarak

karistirildi. Her calismada reaktif ¢ozeltisi taze olarak hazirlanda.

Deneyin vapilisi

Kor (mL) Numune (mL)
Reaktif 1,425 1,425
Ormmek e 0,05
Ksantin oksidaz (XOD) 0,025 0,025

Karstirilir ve oda sicakliginda 20 dk bekletilir

CuCl, 0,05 0,05
Ornek 005 e

SOD aktivitesinin tayini i¢in her bir 6rnek i¢in iki tiip alindi. Birinci tiip kor i¢in ikinci
tiip ise Ornek icin kullanildi. Kor tiipline 1,425 mL reaktif karigimi konuldu tizerine 0,025
mL ksantin oksidaz c¢ozeltisi ilave edildi, karistirilarak 20 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Siire sonunda 0,05 mL CuCl, eklenerek reaksiyon durduruldu. Son olarak
proteinden kaynaklanan absorbansin sonuglar1 etkilememesi i¢in 0,05 mL 6rnek eklendi ve
spektrofotometrede 560 nm de saf suya karsi okuma yapildi. Ornek tiipiine yine 1,425 mL
reaktif karigimi tizerine 0,05 mL 6rnek ve 0,025 mL ksantin oksidaz ilave edilip, 20 dakika
oda sicakliginda bekletildikten sonra 0,05 mL bakir kloriir ilave edilerek reaksiyon

durduruldu ve 560 nm de absorbanslar1 okundu.

Hesaplama:

1 tinite SOD, nitroblue tetrazolium rediiksiyonunu %50 inhibe eden protein miktar1

olarak tanimlanmustir.
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(Absorbans kor — Absorbans numune) x100

%Inhibisyon = (2.13)
Absorbans kor
0 r . .
Aktivite(U / mL) _ Yolnhibisyon (2.14)
50%0,1
) o ) Aktivite(U / mL)
Spesifik aktivite ( U/mg protem) = (2.15)

Protein miktar (mg / mL)

2.2.10. istatistiksel Degerlendirme

Bu ¢alismadaki tiim istatistiksel degerlendirmeler SPSS 17.0 bilgisayar programi
ile yapildi. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verildi. One-Sample T testi kullanildi.

P < 0,05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’nin Spektrofotometrede Sayimi

Maya (Saccharomyces cerevisiae)’nin spektrofotometrede sayimini yapmak i¢in

maya kiiltiirlinden spektrofotometrede okunacak derisimde maya kiiltiirii hazirlandi. Kor

olarak besi ortami Malt Extract Broth (MEB) kullanildi. Spektrofotometrede en yiiksek

tanecik sayisii Ol¢ebilecek dalga boyunun saptanmasi i¢in, ayni maya Orneginin g¢esitli

dalga boylarinda absorbanslari 6lcilildii. En uygun dalga boyunun 600 nm oldugu

belirlendi.

Tablo 3.1. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’nin ¢esitli dalgaboylarindaki absorbans degerleri

Dalgaboyu | Absorbans
500 0,755
520 0,764
540 0,776
560 0,787
580 0,795
600 0,800
620 0,797
640 0,790
660 0,784
680 0,774
700 0,766

0,805 -

0,795 1

Absorbans
_O
~
oo
wn

=
3
3
w

0,765

0,755
500

520

540

560

580

600 620 640 660 680 700
Dalgaboyu (nm)

720

Sekil 3.1. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ nin gesitli dalgaboylarindaki absorbans degerleri

3.2. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’nin Ureme Egrisi

Oksidatif stres uygulamasi, maya kiiltiiriiniin hiicre sayisi 10’ hiicre/mL degerine

ulastiginda gergeklestirilecegi icin, kiiltiiriin iireme egrisi ¢izildi. Oncelikle kiiltiir 2 saat

araliklarla takip edilerek hem spektrofotometrede 600 nm’de hem de petri kaplarina ekim

yapilarak mikroorganizma saymm islemi gerceklestirildi. Maya kiiltiiriiniin hiicre/mL sayis1

olarak belirlendi. Tablo 3.2’deki verilerden yararlanilarak ¢izilen iireme egrisi Sekil 3.2°de

verilmistir.




Tablo 3.2. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’nmn 600 nm’de siireye bagli olarak, absorbans degerlerine
karsilik gelen tanecik sayilar

Zaman Absorbans Hiicre sayis/mL
0.saat 0,108 2x10°
2.saat 0,144 3x10"
4.saat 0,200 5x10°
6.saat 0,252 9x10°
8.saat 0,300 5x10°
10.saat 0,418 12x10°
12.saat 0,662 1x10’

24 saat 0,730 4x10’
48 saat 0,824 7x107
50.saat 0,824 7x10’
54 saat 0,712 3x10’
9000
8000
7000
§~ 6000
%’ 5000
E 4000
3000
2000
1000
0 > ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60
Zaman (saat)

Sekil 3.2. Saccharomyces cerevisiae kiiltiirlerinde zamana bagl tiremenin izlenmesi
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3.3. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ya Uygulanacak Uygun pH’1n Belirlenmesi

Literatiirde S. cerevisiae mayasmin optimum c¢ogalma pH degeri 3-7 olarak genis bir
aralik seklinde verilmistir [133]. Calismamizdaki uygun pH degerini belirlemek i¢in maya
kiiltliriimiizden ayn1 miktarda (6 mL) olmak sartiyla bes tane erlene ornekler alindi. 200
ppm stok Cr™ ¢dzeltisinden uygun seyreltmeler (C;V; = C,V, formiilii kullanilarak) ile
orneklerin hepsinin 10 ppm Cr™ dozunda olmast icin 0,5 mL eklenildi. Toplam hacim 10
mL olacak sekilde steril saf su eklenildi. Orneklerin pH’1 3, 4, 5, 6, 7 olacak sekilde
ayarlanarak 30 ‘C’deki ¢alkalamali etiive birakildi. pH ayarlar1 igin 1 M HCI ve 1 M
NaOH ¢ozeltileri kullamldi. 12. saat, 24. saat ve 36. saatteki maya kiiltiirleri 10°
seyreltilerek 3 tane petri kabma Malt Extract Agar (MEA) kullanilarak ekildi.
Mikroorganizmanin sayimi yapildi. Mililitredeki tanecik sayilari belirlendi (cfu/mL).
Metal-mikroorganizma etkilesiminde pH 6nemli bir parametredir. Metal alimmm pH’a
bagli olmasi sorpsiyon ortaminin yiizeyindeki protonlar ve metal katyonlar1 arasindaki
rekabetle ilgilidir. Hiicre ylizeyleriyle metal arasindaki bu farkli kimyasal etkilesimler
sonucunda metal iyonlar1 i¢in ¢esitli pH’larda farkl tutma kapasiteleri olabilmektedir
[100]. Krom metalinin mayadaki toksik etkisini arastirmada pH’n etkisi arastirildi. pH 3.0
ve 4.0’te kromun mayada toksik etki yaptigir belirlendi (Tablo 3.3 ve Sekil 3.3).
Calismamizda 10 ve 40 ppm krom konsantrasyonlarinda c¢alisilacagi ve maya
mikroorganizmasimnin yagda ¢oziinen vitaminler (A, D, E ve K) bakimmdan fakir olmasi
nedeniyle [65] bu vitaminlerin miktarlarinin 6l¢iilebilmesi icin pH=4.0’te calisilmaya karar

verildi.

Tablo 3.3. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ya pH’1n etkisi (Tanecik sayilar1 ve standart sapmalar 10° ile

garptlmalidir.)

Gruplar / Zaman 12. saat (a) 24. saat (b) 36. saat (c) p
Grupl1 (Baslangig kiiltiir) 241+11,53 263+10,82 280+10,00 c>b>a p<0,005
Grup 2 (pH=3.0 cfu/mL) 14448,72 126+7,00 108+7,21 a>b>c p<0,05
Grup 3 (pH=4.0 cfu/mL) 194+8,72 173+8,18 161+9,64 a>b>c p<0,005
Grup 4 (pH=5.0 cfu/mL) 252+10,15 268+8,54 290+10,00 c>b>a p<0,005
Grup 5 (pH=6.0 cfu/mL) 264+9,16 289+8,54 310+10,00 c>b>a p<0,005
Grup 6 (pH=7.0 cfu/mL) 288+8,00 306+10,00 330+14,00 c>b>a p<0,005

p 6>5>4>1>3>2 | 6>5>4>1>3>2 | 6>5>4>1>3>2
p<0,005 p<0,005 p<0,005
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Not: Dikey siitiinlar kontrol grubu ile diger gruplarin karsilastirilmasidir. Yatay siitunlar gruplarin zamana

kars1 kargilastirilmasidir. (p<0,005: ileri derecede anlamli; p<0,05: anlamli; p>0,05 anlamsiz)
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Sekil 3.3. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ya pH 1n etkisi

enmesi

irl

3.4. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ya Uygulanacak Cr ™ Dozunun Bel

stok ¢ozeltisini hazirlamak i¢in CrCl;.6H,O tuzundan 0,102 g

+3

200 ppm 100 mL Cr

ye steril su ile tamamlandi. Maya (Saccharomyces

tartilarak toplam hacmi 100 mL’

cerevisiae)’da kromun toksik etkisini arastirmak i¢in ayni miktar (6 mL) maya 6rneklerine

200 ppm stok Cr"

C,V; formiilii kullanilarak) ile

cozeltisinden uygun seyreltmeler (C; V)

20 ppm krom dozu i¢cin 1 mL, 30 ppm krom dozu i¢in 1,5

10 ppm krom dozu i¢in 0,5 mL,

mL, 40 ppm krom dozu i¢in 2 mL ve 50 ppm krom dozu i¢in 2,5 mL, 200 ppm stok Cr"

Orneklerin toplam hacimleri steril saf su ile 10 mL’ye tamamlandh.

¢Ozeltisinden eklendi.

o

1 4.0’e ayarlanarak 30 C’deki calkalamali etiive birakildi. Baslangi¢

b

Biitiin 6rneklerin pH

kultirdeki

belirlenerek, degisik konsantrasyonlarda Cr” eklenen

sayis1

tanecik

numunelerin 12. saat, 24. saat ve 36. saat sonunda tanecik sayilarmin nasil degistigi

gozlendi. Calismamizda maya (Saccharomyces cerevisiae)’ya uygulanmak tizere 10 ppm

Cr" ile 40 ppm Cr" dozlari segildi.
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Tablo 3.4. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ya kromun etkisi (Tanecik sayilar1 ve standart sapmalar 10° ile

carpilmalidir.)
Gruplar / Zaman 12. saat 24. saat 36. saat p
a b c
Grup 1(Baslangig kiiltiir cfu/mL) | 252+10,00 298+11,14 342+11,13 | a<b<c p<0,05
Grup 2 (10 ppm Cr” cfu/mL) 206+10,60 188+8,00 167£7,55 | a>b>c p<0,005
Grup 3 (20 ppm Cr” cfu/mL) 17249,16 15048,00 13247,21 | a>b>c p<0,05
Grup 4 (30 ppm Cr” cfu/mL) 13047,21 10849,16 86+7,21 | a>b>c p<0,05
Grup 5 (40 ppm Cr” cfu/mL) 72+8,00 52+49,29 334£6,25 | a>b>c p<0,05
Grup 6 (50 ppm Cr” cfu/mL) 25+5,00 12+2,64 742,64 a>b>c p>0,05
p 1>2-6 1>2-6 1>2-6
p<0,05 p<0,05 p<0,05
400
350
300 12. saat 24, saat B 36. saat
>
>
>
2 250
=
200 -
-
£
2150 1
Q
=
==
100
50 A
0
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Krom miktar1 (ppm)

Sekil 3.4. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ya kromun etkisi

3.5. Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ya Uygulanacak C Vitamini Dozlarinin

Belirlenmesi

Kwolek-Mirek [134], maya (Saccharomyces cerevisiae) hiicrelerini Akrilamid’e maruz
birakarak SOD (Siiperoksit Dismutaz) enzim aktivitesini 6l¢miislerdir. Ayrica ortama 5, 10
ve 20 mM Askorbat ekleyerek SOD (Siiperoksit Dismutaz) enzim aktivitesinin nasil
degistigi incelemislerdir. Calismamizda 10 ve 40 ppm krom (Cr"®) dozuna maruz birakilan
maya oOrneklerimizin bazilarina 10, 15 ve 20 ppm konsantrasyonlarda C vitamini eklendi.

Oncelikle 200 ppm C vitamini stok ¢dzeltisi hazirlandi. 120 mL maya 6rnekleri hazirlamak
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icin; maya Orneklerimizin bir kismmna 200 ppm C vitamini stok ¢ozeltisinden uygun

seyreltmeler yapilarak (C,;V; = C,V, formiilii kullanilarak), 10 ppm C vitamini i¢in 6 mL,

15 ppm C vitamini i¢in 9 mL ve 20 ppm C vitamini i¢in 12 mL stok C vitamini

¢Ozeltisinden eklenildi [134]. Kromun toksik etkilerine karsi C vitamininin antioksidan

paramatreler iizerine etkileri aragtirildi.

3.6. C Vitamini, Glutatyon (GSH, GSSG) ve MDA Analizlerinin Incelendigi Maya

Orneklerindeki Tanecik Sayilar

Tablo 3.5. C vitamini, Glutatyon (GSH, GSSG) ve MDA o6l¢iimlerindeki tanecik sayilari

ve standart sapmalar 10° ile garpilmalidir.)

(Tanecik sayilar

Gruplar / Zaman 12. saat 24. saat 36. saat
Baslangi¢ kiiltiir (237+9,85) (cfu/mL) (cfu/mL) | (cfu/mL) | (cfu/mL) p
a b c
Grup 1 (Kontrol grubu) 259+7,55 | 293+9,00 | 324+£8,72 | c>b>a p<0,005
Grup 2 (10 ppm krom) 1894+7,00 | 17148,54 | 155+£5,57 | a>b>c p<0,005
Grup 3 (10 ppm krom+10 ppm Cvit) 206+7,21 191+8,54 | 177+£7,55 | a>b>c p<0,005
Grup 4 (10 ppm krom+15 ppm Cvit) 220£7,21 | 206+8,89 | 19049,16 | a>b>c p<0,005
Grup 5 (10 ppm krom+20 ppm Cyvit) 235+10,00 | 226+8,72 | 212+7,21 | a>b>¢ p<0,005
Grup 6 (40 ppm krom) 83+5,57 56+5,57 3545,00 | a>b>c p<0,05
Grup 7 (40 ppm krom+10 ppm Cyvit) 114+7,21 96+7,21 67+£6,24 | a>b>c p<0,05
Grup 8 (40 ppm krom+15 ppm Cyvit) 126+£8,00 | 110£8,00 | 94+7,21 | a>b>c p<0,05
Grup 9 (40 ppm krom+20 ppm Cvit) 134+8,71 122+8,00 | 112+6,00 | a>b>c p<0,005
p 1>2,5>6,9 | 1>2,5>6,9 | 1>2,5>6,9
p<0,005 p<0,05 p<0,05
350
300 - B 12.saat B 24.saat 36.saat
. 250 A
S
S
S
S 200 -
=
E 150
E
£ 100
=
=
50 A

Kiiltir Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

Sekil 3.5. C vitamini, Glutatyon (GSH, GSSG) ve MDA 6l¢iimlerindeki tanecik sayilari
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3.7. Maya Orneklerindeki A ve E Vitaminleri, Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px),
Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd), Siiperoksit Dismutaz (SOD) ve Total Protein

Analizlerindeki Tanecik Sayilar

Tablo 3.6. Zamana bagli olarak gruplardaki tanecik sayilar1 (Tanecik sayilar1 ve standart sapmalar 10° ile

carpilmalidir).

Gruplar / Zaman 12. saat 24. saat 36. saat
Basglangi¢ kiiltiir (251+10,15) (cfu/mL) | (cfu/mL) | (cfu/mL) (cfu/mL) p
a b c
Grup 1 (Kontrol grubu) 264+7,21 | 298+8,00 | 326+7,21 | c>b>a p<0,005
Grup 2 (10 ppm krom) 196+8,00 | 178+7,21 160£8,00 | a>b>c p<0,005
Grup 3 (10 ppm krom+10 ppm Cvit) 220+9,16 | 204+8,89 | 186+7,21 | a>b>c p<0,005
Grup 4 (10 ppm krom+15 ppm Cvit) 236+9,64 | 218+9,16 | 206+7,55 | a>b>c p<0,005
Grup 5 (10 ppm krom+20 ppm Cyvit) 247+£7,00 | 231+£10,15 | 22148,54 | a>b>c p<0,005
Grup 6 (40 ppm krom) 88+7,55 62+6,00 414£6,58 | a>b>c p<0,05
Grup 7 (40 ppm krom+10 ppm Cyvit) 121+7,00 100+7,21 81+£6,56 | a>b>c p<0,05
Grup 8 (40 ppm krom+15 ppm Cvit) 135+7,55 118+8,00 99+6,24 | a>b>c p<0,05
Grup 9 (40 ppm krom+20 ppm Cvit) 151+6,56 136+6,00 123+£7,94 | a>b>c p<0,005
p 1>2,5>6,9 | 1>2,5>6,9 | 1>2,5>6,9
p<0,005 p<0,05 p<0,05
350
12.saat B 24.saat 36.saat
300

100 -

Hiicre/mLX (1000000)

(9]
o
I

0 |

Kiiltir Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup5 Grup 6

Sekil 3.6. Zamana bagli olarak gruplardaki tanecik sayilar1 sayilari
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3.8. Protein Tayini

Orneklerdeki protein miktarlar1 Lowry [129], metoduna gére hesaplanmustir.
Protein miktarlarinin hesaplanmasi amaciyla degisik konsantrasyonlarda hazirlanan sigir
serum albumini (BSA) c¢ozeltileri kullanilarak absorbans degerleri belirlenmistir (Tablo

3.7).

Tablo 3.7. Sigir serum albumin standart (BSA) protein egrisi degerleri

Derisim (mg/mL) | Absorbans (750 nm)

0,005 0,022

0,025 0,086

0,050 0,170

0,125 0,452

0,250 0,802

0,9
0,8
0,7
< 0,6 -

nm)

\’O »
n
|

y=3,241x + 0,0096
R*=0,9963

=

Absorbans (75

S = N W B
\ \ \ \

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Derisim (mg/mL)

Sekil 3.7. Sigir serum albumin standart (BSA) protein egrisi

()

Tablo 3.7°deki verilere gore olusturulan standart (BSA) protein egrisi Sekil 3.7°de
goriilmektedir. Protein miktarlar1 Sekil 3.7°deki standart protein calisma grafigi
kullanilarak hesaplanmistir. Orneklerin total protein miktarlar1 (mg/mL) olarak asagidaki

Tablo 3.8’ ile Sekil 3.8’de belirtilmigstir.
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Tablo 3.8. Maya 6rneklerindeki total protein miktarlart
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Sonuc¢lan

ini

3.9. Maya Orneklerindeki C Vitam

Maya orneklerindeki C vitamini (Askorbik asit) miktarlar1 asagidaki Tablo 3.9 ile Sekil

3.9°da gosterilmistir.

Tablo 3.9. Maya 6rneklerindeki C vitamini miktarlari

c>b>a p<0,005

a>b>c p<0,05

a>b>c p<0,05

a>b>c p<0,05

a>b>c p<0,05

a>b>c p>0,05

a>b>c p>0,05

a>b>c p>0,05

a>b>c p>0,05
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3.10. Maya Orneklerindeki Malondialdehit (MDA) Miktarlari

Dokuz gruba ayrilarak incelenen maya orneklerindeki Malondialdehit (MDA) miktarlar1

asagidaki Tablo 3.10 ile Sekil 3.10°da verilmistir.

Tablo 3.10. Maya 6rneklerindeki Malondialdehit (MDA) miktarlar

12. saat 24. saat 36. saat
Gruplar / Zaman (ppm) (ppm) (ppm) p
a b c
Grup 1 (Kontrol grubu) 20,47£1,66 | 21,04+1,90 | 21,9042,71 | c>b>a p<0,005
Grup 2 (10 ppm krom) 32,20+1,80 | 50,58+2,70 | 67,75£2,64 | c>b>a p<0,05
Grup 3 (10 ppm krom+10 ppm Cyvit) 29,57+1,66 | 46,82+3,52 | 60,66+1,87 | c>b>a p<0,05
Grup 4 (10 ppm krom+15 ppm Cvit) | 24,95£1,90 | 36,89+2,55 | 49,26+1,88 | c>b>a p<0,05
Grup 5 (10 ppm krom+20 ppm Cvit) 22,76+2,08 | 32,56+1,68 | 45,73+2,39 | ¢>b>a p<0,05
Grup 6 (40 ppm krom) 78,30£3,05 | 98,68+4,18 | 125,21+£5,14 | c>b>a p<0,05
Grup 7 (40 ppm krom+10 ppm Cvit) | 58,02 £1,97 | 70,66+£2,44 | 75,2343,60 | c>b>a p<0,05
Grup 8 (40 ppm krom+15 ppm Cvit) 46,30+£2,65 | 54,58+£2,31 | 64,81+3,29 | c>b>a p<0,05
Grup 9 (40 ppm krom+20 ppm Cvit) 36,02+2,14 | 41,42+£2,90 | 46,11£3,28 | c>b>a p<0,005
p 1>2,5>6,9 | 1>2,5>6,9 1>2,5>6,9
p<0,05 p<0,05 p<0,05
1407 B 12.saat [ 24.saat
1207 B 36.saat
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Sekil 3.10. Maya orneklerindeki MDA miktarlari
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3.11. Maya Orneklerindeki Glutatyon (GSH-GSSG) Miktarlar

Dokuz gruba ayrilan maya orneklerinin Rediikte Glutatyon (GSH), Okside Glutatyon
(GSSG) miktarlar1 ile GSH/GSSG oranlar1 asagidaki tablolarda 12. saat, 24. saat ve 36.

saat seklinde verilmistir.

Tablo 3.11. 12. Saatteki maya orneklerinin Glutatyon (GSH-GSSG) miktarlar1 ile GSH/GSSG oranlari

Gruplar / Zaman

12. saat (ppm)

12.saat (ppm)

GSH GSSG GSH/GSSG
Grup 1 (Kontrol grubu) 15,84+0,57 2,12+0,21 7,48
Grup 2 (10 ppm krom) 6,18+0,91 9,85+0,32 0,63
Grup 3 (10 ppm krom+10 ppm Cyvit) 7,05+0,78 9,29+0,44 0,76
Grup 4 (10 ppm krom+15 ppm Cyvit) 8,36+0,49 8,99+0,20 0,93
Grup 5 (10 ppm krom+20 ppm Cvit) 8,62+0,61 8,69+0,40 0,99
Grup 6 (40 ppm krom) 3,90+0,45 14,66+0,57 0,27
Grup 7 (40 ppm krom+10 ppm Cvit) 4,71+0,37 13,44+0,41 0,35
Grup 8 (40 ppm krom+15 ppm Cvit) 5,14+0,72 12,09+0,43 0,43
Grup 9 (40 ppm krom+20 ppm Cyvit) 5,58+0,52 11,73+0,43 0,48
p 1>2,5>6,9 1>2,5>6,9 2,3>6,7
p<0,05 p<0,05 p<0,05
18
16 - GSH B GSSG
14 -
E 12 -
N
= 10 1
=,
g8
-
o 6]
4 -
2 -
0
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Tablo 3.12. 24. Saatteki maya drneklerinin Glutatyon (GSH-GSSG) miktarlar1 ile GSH/GSSG oranlari

24, saat (ppm)

24, saat (ppm)

Gruplar / Zaman GSH GSSG GSH/GSSG
Grup 1 (Kontrol grubu) 16,36+0,58 2,89+0,23 5,65
Grup 2 (10 ppm krom) 5,08+0,56 10,93+0,50 0,47
Grup 3 (10 ppm krom+10 ppm Cyvit) 6,26+0,55 10,23+0,54 0,61
Grup 4 (10 ppm krom+15 ppm Cyvit) 7,04+0,66 9,44+0,49 0,75
Grup 5 (10 ppm krom+20 ppm Cyvit) 7,29+0,45 9,05+0,65 0,81
Grup 6 (40 ppm krom) 2,89+0,32 15,93+0,76 0,18
Grup 7 (40 ppm krom+10 ppm Cyvit) 3,59+0,52 14,27+0,46 0,25
Grup 8 (40 ppm krom+15 ppm Cyvit) 4,22+0,59 13,67+0,50 0,31
Grup 9 (40 ppm krom+20 ppm Cyvit) 4,62+0,55 12,58+0,45 0,38
p 1>2,5>6,9 1>2,5>6,9 2,3>6,7
p<0,05 p<0,05 p<0,05
18 - ,
GSH B GSSG
16 N
14 -
=] i
E 12
=
~10 -
=
B
s 4
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s 0
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Sekil 3.12. 24. saatteki maya drneklerinin GSH ve GSSG degerleri

51




Tablo 3.13. 36. Saatteki maya drneklerinin Glutatyon (GSH-GSSG) miktarlari ile GSH/GSSG oranlar1

36. saat (ppm) 36. saat (ppm)
Gruplar / Zaman GSH GSSG GSH/GSSG
Grup 1 (Kontrol grubu) 17,34+0,55 3,18+0,49 5,45
Grup 2 (10 ppm krom) 3,72+0,82 12,58+0,59 0,30
Grup 3 (10 ppm krom+10 ppm Cyvit) 4,37+0,38 11,29+0,33 0,39
Grup 4 (10 ppm krom+15 ppm Cvit) 5,48+0,49 10,44+0,33 0,53
Grup 5 (10 ppm krom+20 ppm Cvit) 5,72+0,45 9,62+0,41 0,60
Grup 6 (40 ppm krom) 1,60+0,48 17,33+0,55 0,09
Grup 7 (40 ppm krom+10 ppm Cvit) 2,39+0,62 15,65+0,47 0,15
Grup 8 (40 ppm krom+15 ppm Cyvit) 3,09+0,55 14,68+0,46 0,21
Grup 9 (40 ppm krom+20 ppm Cyvit) 3,42+0,48 13,15+0,45 0,26
p 1>2,5>6,9 1>2,5>6,9 2,3>6,7
p>0,05 p<0,05 p>0,05
18 BGSH B GSSG
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Tablo 3.14. Maya 6rneklerindeki GSH/GSSG oraninin ortalama sonuglari

Gruplar GSH/GSSG
Grup 1 x(10) 0,62+0,11
Grup 2 0,46+0,17
Grup 3 0,59+0,19
Grup 4 0,73+0,20
Grup 5 0,80+0,20
Grup 6 0.18+0,09
Grup 7 0,25+0,10
Grup 8 0,32+0,11
Grup 9 0,37+0,13
p 2,3>6,7
p<0,05

< 15

=09 | B GSH/GSSG
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3.12. Maya Orneklerindeki A ve E Vitamini Degerleri

3.12.1. A Vitamini Degerleri

Zamana gore maya orneklerindeki A vitamini miktarlar1 Tablo 3.15°de ve Sekil 3.15°de

gosterilmistir.

Tablo 3.15. Maya orneklerindeki A vitamini miktarlari

Gruplar / Zaman 12. saat 24. saat 36. saat p
(ppm) (ppm) (ppm)
Grup 1 (Kontrol grubu) 0,048+0,003 | 0,056+0,002 | 0,063+0,002 | c>b>a p>0,05
Grup 2 (10 ppm krom) 0,032+0,002 | 0,021+0,003 | 0,014+0,002 | a>b>c p<0,05
Grup 3 (10 ppm krom+10 ppm Cvit) | 0,040+0,003 | 0,026+0,003 | 0,018+0,001 | a>b>c p>0,05
Grup 4 (10 ppm krom+15 ppm Cvit) | 0,042+0,002 | 0,039+0,002 | 0,034+0,003 | a>b>c p<0,05
Grup 5 (10 ppm krom+20 ppm Cvit) | 0,043+0,002 | 0,040+0,004 | 0,036+0,003 | a>b>c p<0,05
Grup 6 (40 ppm krom) 0,013+0,002 | 0,008+0,004 | 0,006+0,002 | a>b>c p<0,005
Grup 7 (40 ppm krom+10 ppm Cvit) | 0,015+0,003 | 0,010+0,002 | 0,007+0,003 | a>b>c p<0,005
Grup 8 (40 ppm krom+15 ppm Cvit) | 0,016+0,002 | 0,011+0,002 | 0,007+0,002 | a>b>c p<0,005
Grup 9 (40 ppm krom+20 ppm Cvit) | 0,017+0,003 | 0,012+0,002 | 0,008+0,001 | a>b>c p<0,005
p 1>2,5>6,9 1>2,5>6,9 1>2,5>6,9
p<0,05 p<0,05 p>0,05
0,07
0,06 -
B 12.saat B 24.saat B 36.saat

A vitamini (ppm)
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3.12.2. E Vitamini Degerleri

Zamana bagli olarak maya Orneklerindeki E vitamini miktarlar1 asagidaki Tablo 3.16 ile

Sekil 3.16’da belirtilmistir.

Tablo 3.16. Maya 6rneklerindeki E vitamini miktarlar

Gruplar / Zaman 12. saat 24. saat 36. saat p
(ppm) (ppm) (ppm)
Grup 1 (Kontrol grubu) 0,60+0,03 | 0,72+0,02 | 0,78+0,04 | c>b>a p<0,05
Grup 2 (10 ppm krom) 0,33+0,02 | 0,27+0,02 | 0,22+0,02 | a>b>c p<0,05
Grup 3 (10 ppm krom+10 ppm Cvit) 0,45+0,03 | 0,35+0,02 | 0,27+0,02 | a>b>c p<0,05
Grup 4 (10 ppm krom+15 ppm Cvit) 0,50+0,02 | 0,42+0,02 | 0,30£0,03 | a>b>c p<0,05
Grup 5 (10 ppm krom+20 ppm Cvit) 0,56+0,03 | 0,46+0,02 | 0,40+0,03 | a>b>c p<0,05
Grup 6 (40 ppm krom) 0,20+0,02 | 0,15+0,02 | 0,10£0,02 | a>b>c p>0,05
Grup 7 (40 ppm krom+10 ppm Cvit) 0,23+0,02 | 0,19+0,02 | 0,15+0,02 | a>b>c p<0,05
Grup 8 (40 ppm krom+15 ppm Cyvit) 0,26+0,03 | 0,22+0,01 | 0,16+0,01 | a>b>c p<0,05
Grup 9 (40 ppm krom+20 ppm Cvit) 0,27+0,02 | 0,25+0,02 | 0,18+0,01 | a>b>c p<0,05
p 1>2,5>6,9 | 1>2,5>6,9 | 1>2,5>6,9
p<0,05 p<0,05 p>0,05
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3.13. Maya Orneklerindeki Antioksidan Enzimlerin Aktivite Degerleri

Calismalarimizda maya 6rneklerimizdeki antioksidan enzimlerden Glutatyon Peroksidaz

(GSH-Px) enzimi, Glutatyon Rediiktaz (GSH

Rd) enzimi ile Siiperoksit Dismutaz (SOD)

gidaki Tablo 3.17, Tablo 3.18,

enzimi aktivite degerleri belirlenmistir. Sonuglar ise asa
Sekil 3.18 ve Sekil 3.19°da verilmistir.

Tablo 3.19 ile Sekil 3.17,

imi Aktivite Degerleri

.13.1. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzi

3

Tablo 3.17. Maya orneklerindeki Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) enzimi aktivite degerleri
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3.13.2. Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd) Enzimi Aktivite Degerleri

Tablo 3.18. Maya orneklerindeki Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd) enzimi aktivite degerleri

12.saat 24. saat 36. saat
Gruplar / Zaman (U/mg (U/mg (U/mg p

protein) protein) protein)
Grup 1 (Kontrol grubu) 43,54+2,40 46,77+£2,19 56,62+2,49 c>b>a p<0,005
Grup 2 (10 ppm krom) 59,00+3,50 | 69,20+2,28 77,42£2,51 | c>b>a p<0,05
Grup 3 (10 ppm krom+10 ppm Cvit) 51,63+£2,28 | 59,09+4,30 69,72£5,99 | c>b>a p<0,05
Grup 4 (10 ppm krom+15 ppm Cvit) 48,60+£2,13 | 52,9943,01 60,59+£2,19 | c>b>a p<0,005
Grup 5 (10 ppm krom+20 ppm Cvit) 45,84+2,37 | 51,20+2,55 56,63£3,57 | c>b>a p<0,005
Grup 6 (40 ppm krom) 77,66+2,62 93,06+2,87 105,86+ 3,54 | c>b>a p<0,05
Grup 7 (40 ppm krom+10 ppm Cvit) 70,82+4,19 | 85,79+2,45 101,2744,15 | c>b>a p<0,05
Grup 8 (40 ppm krom+15 ppm Cvit) 63,02+£2,14 | 80,24+6,37 92,37+5,53 c>b>a p<0,05
Grup 9 (40 ppm krom+20 ppm Cvit) 61,2442,14 | 75,84+4,47 84,95+4,48 | c>b>a p<0,05

p 1>2,5>6,9 1>2,5>6,9 1>2,5>6,9
p<0,005 p<0,005 p<0,005

12.saat B 24.saat Kl 36.saat

GSH-Rd (U/mg protein)

Grup1l Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

Sekil 3.18. Maya 6rneklerindeki GSH-Rd enzimi aktivite degerleri
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3.13.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzimi Aktivite Degerleri

Tablo 3.19. Maya 6rneklerindeki Siiperoksit Dismutaz (SOD) enzimi aktivite degerleri

12.saat 24, saat 36. saat
Gruplar / Zaman (U/mg (U/mg (U/mg p
protein) protein) protein)
Grup 1 (Kontrol grubu) 57,46+2,03 66,17+2,26 72,70+2,63 c>b>a p<0,005
Grup 2 (10 ppm krom) 83,17+3,57 91,18+2,30 100,3542,22 | ¢>b>a p<0,005
Grup 3 (10 ppm krom+10 ppm Cvit) 80,72+2,30 87,61+2,89 98,50+2,95 c>b>a p<0,005
Grup 4 (10 ppm krom+15 ppm Cvit) 77,66+2,31 85,30+1,76 91,03+3,12 c>b>a p<0,005
Grup 5 (10 ppm krom+20 ppm Cvit) 74,39+3,94 82,29+1,81 90,43+3,95 c>b>a p<0,005
Grup 6 (40 ppm krom) 109,20+4,45 | 124,9743,97 | 133,57£2,45 | c¢>b>a p<0,005
Grup 7 (40 ppm krom+10 ppm Cvit) 106,09+2,13 118,81+2,80 128,1542,46 | c>b>a p<0,005
Grup 8 (40 ppm krom+15 ppm Cvit) 102,23+1,63 116,38+1,37 | 120,87+3,28 | c>b>a p<0,005
Grup 9 (40 ppm krom+20 ppm Cvit) 99,34+3,76 109,25+£3,06 | 118,91£2,06 | c>b>a p<0,005
p 1>2,5>6,9 1>2,5>6,9 1>2,5>6,9
p<0,005 p<0,005 p<0,005
140
120 B 12.saat 24.saat B 36.saat
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4. TARTISMA

Aerob ve ¢ogu anaerob mikroorganizmalar i¢in metaller, temel minerallerdir. Ozellikle
krom; protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasi i¢in gerekli mikro besindir [135]. Krom
eksikligi tip—2 diyabet ve kardiyovaskiiler gibi bir¢ok hastalia yol acar [136]. Bazi
metaller suda diisiik konsantrasyonlarda olsalar bile insanlarda bazi hastaliklara, hatta
Olimlere neden olurlar. Eser miktarda bile tehlikeli olabilen toksik agir metaller Cu, Cr,
Pb, Ag, Mn, Hg, Zn gibi elementlerdir [137]. Metalleri insan viicudu isleyemedigi i¢in
metaller cesitli organlarda birikmektedir [138]. Krom canlilar i¢in gerekli eser
elementlerden biri olup, fazla miktarlarda alindiginda toksik olabilir ayrica krom (VI),
krom (Ill)'e gore daha toksiktir [139, 140]. Kromdan etkilenen diger bir canli grubu
mikroorganizmalardir. Bu canlilar, enzimatik detoksifikasyon veya diisliik hiicre ici
konsantrasyonlar1 korumakla, hiicre iginde metal-baglayict polimerleri sentezlemesiyle,
metalleri hiicre yilizeyine baglamayla ya da hiicre ylizeyindeki c¢oziinmez metal
komplekslerinin presipitasyonunu iceren mekanizmalarla toksik agir metal stresini tolere
edebilmektedirler [141].

Bu calismada, mikroorganizma (Saccharomyces cerevisiae) lireme ortamlarma 10 ve
40 ppm gibi farkhh dozlarda Cr" ¢ozeltisinden eklendi. Ayrica bu iireme ortamlarina
antioksidan bir vitamin olan C vitamininden 10, 15 ve 20 ppm olmak iizere ii¢ farkli dozda
ilave edildi. Maya mikroorganizmasinin 12. saat, 24. saat ve 36. saatteki hiicre sayilari
(cfu/mL), A, E ve C vitamin diizeyleri, Glutatyon (GSH, GSSG), Malondialdehit (MDA)
miktarlar1 belirlendi. Ayrica GSH-Px (Glutatyon Peroksidaz), GSH-Rd (Glutatyon
Rediiktaz), SOD (Siiperoksit Dismutaz) enzim aktivite degerleri ile maya (Saccharomyces
cerevisiae) total protein miktarlar1 belirlendi.

Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ya kromun etkisini arastrmak amaciyla
spektrofotometre ile yapilan ¢aligmalardaki dalgaboyu taramasinda 600 nm’de maksimum
absorbans yaptig1 tespit edildi (Tablo 3.1 ve Sekil 3.1). Tespit edilen bu dalga boyunun
literatiirlerle uyumlu oldugu goriildii [ 142-144].

Maya (Saccharomyces cerevisiae)’nin lireme siiresini belirlemek i¢in 0. saat ile 54.
saatler arasinda 600 nm’de absorbans Olciimleri yapilarak tanecik sayilar1 (cfu/mL)
belirlenmistir (Tablo 3.2 ve Sekil 3.2). Tiim bu sonuclardan, mayanin 48. saattaki
absorbans ve tanecik sayismin maksimum diizeye ulastigi ondan sonraki saatlerde ise

azalmaya basladig1 gozlenmistir. Biitiin ¢alismalarimiz maya mikroorganizmasinin {stel



fazindaki tiremesi esnasinda alinan kiiltiirlerle yapilmistir. Canli hiicre sayisinin maksimum
seviyede oldugu bu evrede, krom-maya etkilesiminin arastirilmasi amag¢lanmistir.

Metal-mikroorganizma (biyosorpsiyon) prosesinde pH en 6nemli faktordiir. Soliisyon
kimyasina, biyokiitledeki fonksiyonel gruplarin aktivitesine, ylizey ylkiine ve metalik
iyonlarm rekabetine etki eder [145-150]. Mayaya pH etkisini belirlemek amaciyla yapilan
deneylerde pH’in biyosorpsiyonda ¢ok dnemli bir etken oldugu anlasilmistir. Diisiik pH
degerine sahip ¢ozeltilerde ortamda bulunan yiiksek orandaki protonlar ile metal iyonlar1
biyosorbent {izerindeki etkin gruplara baglanmak ic¢in yarigmakta ve bu da hiicre-metal
arasindaki etkilesimi azaltmaktadir. Ancak ¢Ozeltinin pH degeri arttikga protonlarin
azalmas1 1ile metal iyonlar1 biyosorbent {zerindeki etkin gruplara daha fazla
baglanmaktadirlar. Ortamin pH degeri giderek artarsa ortamdaki OH™ iyon konsantrasyonu
da artmakta ve dolayisiyla metal iyonlar1 ¢cokmektedir [84]. Basta baslangi¢ kiiltiirii olmak
iizere 3-7 arasinda degisik pH’larda maya (Saccharomyces cerevisiae)’nin 12. saat, 24. saat
ve 36. saattaki tanecik sayilar1 (cfu/mL) incelenmistir. Maya (Saccharomyces cerevisiae)
ile Cr (III) iyonlar1 arasindaki toksik etkilesimin pH 3.0 ve 4.0’te oldugu ancak pH degeri
arttikga mayanmn kromun toksik etkisinden etkilenmedigi gozlenmistir. Bunun nedeninin
yiiksek pH degerlerinde Cr (III) iyonlarmin Cr(OH); seklinde c¢okmesinden
kaynaklanabilecegini soyleyebiliriz. Boylece ortamdaki krom konsantrasyonu azaldigi i¢in
kromun toksik etkisi de azalmistir. Bu yiizden pH 3.0 ve 4.0 degerlerinde mikroorganizma
sayist zamana bagli olarak azalirken (p<0,05), pH 5.0, 6.0 ve 7.0 degerlerinde
mikroorganizma sayisi zamana bagl olarak artmustir (p<0,005) (Tablo 3.3 ve Sekil 3.3).

10 ve 40 ppm krom dozu uygulanan bu ¢alismada, pH 3.0’de mikroorganizma sayisinin
zamana bagli olarak daha fazla azaldig1 ve bazi parametrelerin (A ve E vitaminlerinin)
Olciimlerinin yapilabilmesi i¢in bu ¢alismada optimum pH degeri 4.0 olarak belirlenmistir.

Maya (Saccharomyces cerevisiae)’ya farkli dozlarda (10-50 ppm arasinda) uygulanan
Cr™tin mayalarin 12, 24 ve 36. saatlardaki tireme yani tanecik sayilarmm (cfu/mL)
degisimleri Tablo 3.4 ve Sekil 3.4°de goriilmektedir. Tablo ve Sekilden de goriilecegi
tizere ii¢ farkli siirede de 50 ppm Cr™ *iin lethal doz oldugu goriilmektedir. Cr™’iin mayada
ki net etkisini belirlemek i¢in 10 ppm ve 40 ppm olmak iizere iki farkli Cr” dozu
secilmistir. Bundan sonraki tiim ¢alismalarda bu iki Cr" dozu kullanilmustir.

Iki farkli dozda krom (10 ve 40 ppm olmak iizere) uygulanan maya (Saccharomyces

cerevisiae) orneklerinin zamana bagl olarak tanecik sayilarma ti¢ farkli dozda (10, 15 ve
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20 ppm olmak iizere) C vitamini ¢ézeltisinin katilmasinin etkileri Tablo 3.5-6 ve Sekil 3.5-
6’de goriilmektedir. Dokuz farkli gruba ayrilmis maya o6rneklerinin 12, 24 ve 36. saatteki
tanecik sayilar1 (cfu/mL) incelendiginde, kontrol grubuna gore kromun iki farkli dozunun
(10 ve 40 ppm) uygulandig1 maya Orneklerinin tanecik sayilarinda azalmalar (p<0,005)
olmustur. Fakat ortama farkli dozlarda C vitamini eklenmesiyle doza bagh olarak tanecik
sayisinin da arttig1 (p<0,005) belirlenmistir. Ayrica kontrol grubunda zamana bagh olarak
maya Uretiminde artig (p<0,005) gozlenmis iken, diger gruplarda zamana bagli olarak
azalmalarin (p<0,05) oldugu tespit edilmistir.

H,0, ile stres olusturulmus Schizosaccharomyces Pombe mayasinda yapilan
arastirmada S. pombe hiicrelerinde canlilik oranlarinin, HO, derisimi ters orantili oldugu
rapor edilmistir [151]. Yine H,O, ile stres olusturulmus S. pombe kiiltiirlerinde bazi
guruplara E vitamini analogu olan Trolox verilmis, kiiltiirlerin canli hiicre sayilarinda
trolox verilenlerin canli hiicre sayisinin fazla oldugu bildirilmistir. Trolox’un H,O; stresini
onledigi belirtilmistir [ 152]. Bulgularimizin literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir.

Dokuz farkli gruba ayrilmis maya Kkiiltiirlerinde tanecik sayisinin belirlenmesine
ilaveten kiiltiirlerin total protein analizleri de yapilmig sonuclar1 ise Tablo 3.8 ve Sekil
3.8°de gosterilmistir. iki farkli dozda krom (10 ve 40 ppm olmak iizere) uygulanan maya
(Saccharomyces cerevisiae) 6rneklerine 10, 15 ve 20 ppm olmak {izere ii¢ farkli dozda C
vitamini eklenmistir. Bu kiiltlirlerin total protein miktarlar1 karsilastirildiginda; kontrol
grubunda zamana bagli olarak protein miktarlarinda artis (p<0,005) goézlenirken, diger
gruplarda zamana bagl olarak azalmalar (p<0,05) saptanmustir. Ayrica kromun her iki
dozunda da ortama katilan C vitamininin miktarma bagl olarak protein miktarlarinda da
artiglarin oldugu (p<0,05) belirlenmistir.

Yapilan bir caligmada, S. cerevisiae’de oksidatif stresin spesifik olarak protein hasarina
neden oldugu bildirilmistir [153]. Diger bir maya tiirii olan Schizosaccharomyces
Pombe’de H,0; ile stres olusturulmus gruplar ile kontrol grubunun total protein degerleri
karsilagtirilmis ve stres olusturulan gruplarin total protein degerlerinin kontrol grubuna
gore azaldig1 saptanmustir [151]. Schizosaccharomyces Pombe’de yapilan diger bir
calismada, H,O, ile stres olusturulmus gruplarin bazilarma Trolox eklenmis ve total
protein degerleri karsilastirilmistir. Trolox verilen gruplarda total protein degerlerinin

kontrol grubuna gore daha az diistigli bildirilmistir [152]. Ayrica mikroorganizma
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iiremesinin ¢ok oldugu (tanecik sayisi) kiiltiirlerde, protein miktarinin fazla oldugu rapor
edilmektedir [154]. Bu literatiirlerle bulgularimizin uyum i¢inde oldugu goriilmektedir.

Insan plazmasinda ve hiicre zarinda bulunup, zar1 gegebilen antioksidanlardan biri
askorbik asittir. Diisiik molekiiler agirlikli, suda ¢6ziinen bu antioksidan hiicrelerin redoks
durumunun devami ve kollojen sentezi i¢cin gereklidir. Peroksitler ve siiperoksit gibi reaktif
oksijen tiirlerini indirger. Antioksidan olarak esas gorevi lipit hidroperoksitlerin olusumunu
engellemektir [155]. Ayrica C vitamini iyi bir singlet oksijen temizleyicisidir ve serbest
radikalleri stipiiriicii etkisiyle ortadan kaldirr [156, 157]. CrOs verilen farelerin
dokularindaki askorbik asit miktarlarinin kontrol grubuna gore diisiik oldugu bildirilmistir
[158].

Besi ortamlarina iki farkli dozda krom (10 ve 40 ppm) uygulanan maya (Saccharomyces
cerevisiae) kiiltiirlerinin ortamma, ii¢ farkli dozda C vitamini (10, 15 ve 20 ppm olmak
iizere) katilmasiyla, zamana bagli olarak mayalarin C vitamini miktarlarindaki degisim
Tablo 3.9 ve Sekil 3.9°da gosterilmistir. Kontrol grubunda zamana bagli olarak C vitamini
miktarlarinda artis (p<0,005) gozlenirken, diger tiim gruplarin zamana bagli olarak C
vitamini miktarlarinda azalmalar (p<0,05) gozlenmistir. Aynt zaman araliginda kromun
dozuna bagl olarak C vitamini miktarlarinda azalma (p>0,05) gozlenmis fakat ortama
katilan C vitamininin dozuna paralel olarak ayni siireler icerisinde gruplar arasinda C
vitamini miktarlarinda artislarin (p<0,05) oldugu belirlenmistir. Burada ortama katilan C
vitamininin antioksidan etkisinden dolayi, antioksidan sistemlerin etkilenme dereceleri de
azalmigtir. Ayrica ortama C vitamini katilmast ve Maya (S. cerevisiae)’larm C vitamini
sentezleme yeteneklerinin olmasindan dolay1 [89], mayalardaki C vitamini artisinin olmasi
beklenen bir sonugtur. Artan krom dozuna karsilik C vitamini miktarlarindaki azalma ise;
kromun olusturdugu serbest radikallerin C vitamini ile zararsiz hale getirilirken, bir kistm
C vitamininin harcanmig olabilecegi ile agiklanabilir.

Kromun en 6nemli 6zelliklerinden biri, degerlik degistirip yok olmamasidir. Bu yiizden
kromun serbest radikal uyarimi ile iliskili olduguna inanilmaktadir [159-161]. Balik
dokularinda ve kaninda yapilan arastirmalar, krom iyonlarinin oksidatif strese yol ac¢tigini
gostermektedir[162, 163].

Stres sonucu olusan serbest radikaller membranlarm yapisinda bulunan doymamis yag
asitlerine etki ederek, lipid peroksidasyonuna neden olurlar. Olusan lipit peroksitler hizlica

parcalanarak, MDA (Malondialdehit) adi verilen reaktif karbon bilesiklerini
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olusturmaktadirlar [26, 164]. Viicuttaki serbest radikal olusumunu arttiran maddelerin,
vitamin seviyelerini diislirdiigli, bunun aksine lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA
seviyesini arttirdigr literatiir ¢aligmalarinda agiklanmistir [165]. S.cerevisiae’nin yabani
irklarina 2,0 mM ve 4,0 mM H,0, uygulanmis ve lipit peroksidasyon diizeylerinin kontrol
grubuna gore yiiksek oldugu bildirilmistir [166].

Iki farkli dozda krom uygulanan Maya (Saccharomyces cerevisiae) kiiltiirlerine ii¢
farkli dozda C vitamini ¢ozeltilerinin katilmasiyla, zamana bagli olarak mayalarin MDA
miktarlarmna etkileri Tablo 3.10 ve Sekil 3.10°da goriilmektedir. Kontrol grubunda zamana
bagli olarak MDA miktarlarinda artis (p<0.005) gozlenmis iken, diger tiim gruplarin
zamana bagl olarak MDA miktarlarinda da artiglarm (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Ayni1
zaman araliginda kromun dozuna bagli olarak MDA miktarlarinda artmalar (p<0.05),
ortama katilan C vitaminin dozuna paralel olarak da ayni siireler icerisinde gruplar arasinda
MDA miktarlarinda azalmalarm (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Kontrol grubu maya
orneginde zamana bagli olarak MDA miktarlarinda artisin olmasi, maya hiicrelerinin
cogalmasi sirasindaki stresten kaynaklanmis olabilir. Kromun artan dozuna baglh olarak
MDA miktarlarindaki artma, kromun oksidatif stres olusturarak serbest radikal artisina
sebep olmasiyla agiklanir iken, artan C vitamini dozuna baglh olarak MDA miktarlarindaki
azalmalar ise, C vitaminin serbest radikal olusumunu 6nlemesi ile agiklanabilir.

Iki farkli dozda krom uygulanan maya (Saccharomyces cerevisiae) kiiltiirlerine, ii¢
farkli dozda (10, 15 ve 20 ppm) C vitamini ¢ozeltisinin katilmasinin zamana bagli olarak
mayalarin GSH ve GSSG miktarlar1 ile GSH/GSSG oranlarina etkileri Tablo 3.11 ve Sekil
3.11, Tablo 3.12 ve Sekil 3.12, Tablo 3.13 ve Sekil 3.13°de goriilmektedir.

Onikinci saatte kontrol grubuna gore diger gruplarda GSH miktarlarinda azalma
(p<0,05), GSSG miktarlarinda ise artma (p<0,05) oldugu goriilmektedir. Kromun doz
artisgina bagh olarak GSH miktarlarinda azalma (p<0,05), GSSG miktarlarinda ise artis
(p<0,05) oldugu tespit edilmistir. Ayni1 sekilde ortama artan dozlarda C vitamini ilavesi
durumunda GSH miktarlarinda artis (p<0,05), GSSG miktarlarinda ise azalma (p<0,05)
oldugu belirlenmistir. GSH/GSSG orani ise kontrol grubunda yiiksek iken diger gruplarda
olduk¢a diisiik degerde oldugu (p<0,05), krom dozunun bu oram diisiirdiigii, artan C
vitamini dozunun ise bu orani kismen artirdig1 belirlenmistir (Tablo 3.11 ve Sekil 3.11).

Zamana bagli olarak 12 ve 24. saatteki sonuglar birbirini desteklemektedir. Kontrol

grubuna gore diger gruplarda GSH miktarlarinda azalma (p<0,05), GSSG miktarlarinda ise
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artma (p<0,05) oldugu goriilmektedir. Kromun doz artisina bagli olarak GSH miktarlarinda
azalma (p<0,05), GSSG miktarlarinda ise artis (p<0,05) oldugu gozlenmistir. Ayni1 sekilde
ortama artan dozlarda C vitamini ilavesi durumunda GSH miktarlarinda artis (p<0,05),
GSSG miktarlarinda ise azalma (p<0,05) oldugu belirlenmistir. GSH/GSSG oranimin ise;
kontrol grubunda yiiksek iken diger gruplarda olduke¢a diisiikk (p<0,05) oldugu, krom
dozunun bu orani diisilirdiigli, artan C vitamini dozunun ise bu orani kismen artirdigi
belirlenmistir (Tablo 3.12 ve Sekil 3.12). 12.saat ile 24. saatteki GSH ve GSSG miktarlar1
karsilastirildiginda, zamanla kiiltiirlerdeki GSH miktarlarmin azaldigi, GSSG miktarlarmin
ise artmaya devam ettigi gozlenmistir.

36. saatte ise; tipki 12. ve 24. saatteki sonuclar gibi, kontrol grubuna gore diger
gruplarda GSH miktarlarinda azalma (p>0,05), GSSG miktarlarinda ise artma (p<0,05)
oldugu goriilmektedir. Kromun doz artisina bagl olarak GSH miktarlarinda azalma
(p>0,05), GSSG miktarlarinda ise artis (p<0,05) oldugu goriilmiistiir (Tablo 3.13 ve Sekil
3.13).

Bulgularimizin aksine Jamnik [167], NaCl stresine maruz birakilan maya hiicrelerinde
yaptiklar1 arastrmada glutatyon miktarinin (GSH) kontrol grubuna gore arttigini
bildirmislerdir. Bu durum ise maya mikroorganizmasmin farkl stres kosullarina karsi
verdigi farkli cevap mekanizmalariyla agiklanabilir.

Mayalarin besi ortamlarina artan dozlarda C vitamini ilavesi durumunda ise; GSH
miktarlarinda artis (p>0,05) gozlenirken, GSSG miktarlarinda azalma (p<0,05) oldugu
belirlenmistir. GSH/GSSG oranmin ise; kontrol grubunda yiliksek iken diger gruplarda
olduk¢a diisiik degerde oldugu (p>0,05), krom dozunun bu oram diisiirdiigli, artan C
vitamini dozunun da yine bu orami kismen artirdigi belirlenmistir (Tablo 3.14 ve Sekil
3.14).

S.cerevisiae’de H,O,’in olusturdugu oksidatif strese karsi cevapta hiicre i¢i glutatyon
diizeyinin rolii arastirilmistir. GSH-I (y—glutamilsistein sentetaz) inhibisyonu sonucunda
H,0;’ye duyarliligin arttig1 ve H>O,’ye karsi olusturulan uyumluluk cevabinin baskilandigi
goriilmiistiir [168]. Maya (Saccharomyces cerevisiae) mikroorganizmasi oksidatif stres
kaynakli toksik madde olan Akrolein’e maruz birakilmis ve Akrolein’in maya hiicrelerine
verdigi zararin glutatyon tarafindan azaltildigi bildirilmistir [169].

Ozellikle S. cerevisiae’de glutatyonun, oksidatif strese karsi korumada onemli bir

molekiil oldugu belirtilmis ve artan H,O, derisimlerinin Glutatyon (GSH) diizeyini
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disiirdiigi gozlenmistir [170] . Yine S. cerevisiae’ya 4,0 mM konsantrasyonunda H,O,
uygulamasiyla GSH diizeyinin azaldigmi bildiren benzer bulgular elde edilmistir [171].
Sonuglarimizin literatiirlerle uyumlu oldugu goriilmektedir.

Glutatyonun redoks dengesi, indirgenmis ve oksitlenmis diizeylerinin oranina
(GSH/GSSG) baghdir. Bazal diizeyde GSH/GSSG orami 100’{in iizerindedir. Ancak
oksidatif stres durumlarinda bu oran 1-10 arasinda degismektedir [172].

Glutatyon redoks dengesine (GSH/GSSG) bakildiginda, besi ortamlarina krom ilave
edilen mayalardaki bu oranin kontrol grubuna gore diisiik oldugu goriilmistiir. Krom
stresine ugramis mayalarda bu oran, zamana bagli olarak azalmalar seklinde devam
etmistir. C vitamini eklenen mayalarda bu oranin daha fazla oldugu ve zamana bagli olarak
azalmalarin daha yavas oldugu belirlenmistir (Sekil 3.11-13 ve Tablo 3.11-13). Maya
numunelerindeki MDA miktarlar1 ile maya GSH/GSSG oranindaki azalma miktarlarindan
kromun mayada oksidatif strese neden oldugu, olusan bu stresi kismen de olsa C vitaminin
onledigi ileri siiriilebilir.

Morel ve Barauki’e [173] gore, oksidatif strese cevapta GSH miktarlarinda azalma ve
GSSG miktarlarinda artma olabilir. Bulgularimizdaki GSH/GSSG orami1 da literatiire
uygunluk saglamaktadir.

Karotenoidlerin, lipit peroksidasyonunda ortaya cikan radikalleri onleme ve aktif
oksijen tiirlerini durdurma gibi fonksiyonlar1 vardir [48]. A vitamininin antioksidan
etkisinin yaninda, hiicre ve intraselliiler zar dayanikliliginin saglanmasi, epitel dokunun
biitlinliigiiniin stirdiiriilmesi ve glikoprotein sentezi gibi daha bircok gorevi vardir [155].
Ayrica A ve C vitaminleri singlet oksijen temizleyicileri olup, diger oksijen radikallerine
kars1 da koruyucu etki yaparlar [156].

Iki farkli dozda krom uygulanan Maya (Saccharomyces cerevisiae) kiiltiirlerine ii¢
farkli dozda C vitamini c¢Ozeltisinin katilmasiyla, zamana bagli olarak mayalarin A
vitamini miktarlar1 Tablo 3.15 ve Sekil 3.15°de goriilmektedir. Kontrol grubunda zamana
bagl olarak mayalarin A vitamini miktarlarinda artmalar (p>0,05) goézlenirken, kromun
artan dozuna karsilik mayalarm A vitamini miktarlarinda azalmalar (p<0,05) oldugu
goriilmektedir. Ortama katilan C vitamini doz artisina paralel olarak da, mayalarn A

vitamini miktarlarinda artislarin (p<0,05) oldugu belirlenmistir.
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Vitamin E radikallerin yok edilmesi, zincirin kirilmasi, baskilama, bozulan yapilarin
onarilmasi gibi mekanizmalarin tamamini kullanarak antioksidan gorevini yerine
getirdiginden antioksidan kapasitesi cok genis ve yliksektir [174-178].

Iki farkli dozda krom uygulanan maya (Saccharomyces cerevisiae) drneklerine ii¢ farkli
dozda C vitamini ¢6zeltisinin eklenmesiyle mayalarin E vitamini miktarlar1 zamana bagl
olarak Tablo 3.16 ve Sekil 3.16’da goriilmektedir. Kontrol grubunda zamana bagli olarak
mayalarin E vitamini miktarlarinda artmalarin (p<0,05) oldugu gézlenirken, kromun artan
dozuna karsilik mayalarin E vitamini miktarlarinda azalmalarin (p<0,05) oldugu
gozlenmistir. Ortama katilan C vitamini doz artisina paralel olarak da, mayalarm E
vitamini miktarlarinda artislarin (p<0,05) oldugu belirlenmistir.

H,0; ile stres olusturulmus mikroorganizma S. cerevisiae’da a-tokoferol’iin koruyucu
etkileri arastirilmistir. Stres olusturulan gruplarin hiicre sayisinin kontrol grubuna gore
diisik oldugu ve a-tokoferol ilave edilen gruplarin tanecik sayisinin stres olusturulan
gruplarim tanecik sayisindan fazla oldugu bildirilmistir [179]. Sonuglarimizin kendi
icerisinde ve literatiirle uyumlu olduklar1 goriilmektedir.

Serbest radikallerin yol acgtig1 oksidatif strese karsi antioksidan vitaminlerin yani sira
antioksidan enzimler de gorev yaparlar. Antioksidan enzimler hiicre dengesinin
diizenlenmesinde yasamsal bir 6neme sahiptirler [180].

Antioksidan enzimlerin basinda GSH-Px gelir. Hidrojen peroksidin yiiksek
konsantrasyonlarmin ve biiyiik molekiillii lipit hidroperoksitlerinin indirgenmesinde gorev
yapar. Karacigerde yliksek; kalp, akciger ve beyinde orta; kasta diisiik aktivitededir [181].
Ayrica eritrositlerdeki GSH-Px enziminin gorevi, oksidatif strese karst en etkili
antioksidan olarak gorev yapmaktir. GSH-Px enzimi aktivitesindeki azalma, hidrojen
peroksit miktarinin artmasiyla siddetli hiicre hasarina yol agar [5, 182].

Iki farkli dozda krom uygulanan Maya (Saccharomyces cerevisiae) drneklerine ii¢ farkl
dozda C vitamini ¢ozeltilerinin katilmasiyla, mayalarin GSH-Px enzim aktivitesine etkileri
Tablo 3.17 ve Sekil 3.17’de goriilmektedir. Kontrol grubunda zamana bagli olarak GSH-Px
enzim aktivitesinde artiglarin oldugu (p<0,005) gozlenirken, diger gruplarm hepsinde de
zamana bagli olarak enzim aktivitelerinde artislar gozlenmistir. Ancak bu artislarin kontrol
grubundan daha fazla oldugu (p<0,05) belirlenmistir. Krom dozunun artisina bagli olarak
gruplarda GSH-Px enzim aktivitesinde artiglar (p<0,05) olur iken, artan C vitamini dozuna

karsilik enzim aktivitelerinde azalmalar (p<0,05) oldugu goriilmiistiir.
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Serbest radikal olusumundaki artis, MDA diizeyi ve GSH-Px enzimi aktivitesinde
artmaya, E vitamini diizeyinde ise azalmaya neden olur [183, 184]. Bulgularimizin
literatiirlerle uyumlu oldugu goriilmektedir.

Iki farkli dozda krom uygulanan Maya (Saccharomyces cerevisiae) drneklerine ii¢ farkli
dozda C vitamini ¢6zeltisinin katilmasiyla zamana bagl olarak mayalarmm GSH-Rd enzim
aktivite degerleri Tablo 3.18 ve Sekil 3.18°de goriilmektedir. Kontrol grubunda zamana
bagl olarak GSH-Rd enzim aktivitesinde artiglar (p<0,005) goézlenirken, diger gruplarin
timiinde de zamana bagli olarak enzim aktivitelerinde artmalarin oldugu (p<0,05)
belirlenmistir. Kontrol grubunun disindaki gruplarda artisglarin daha fazla oldugu
gbzlenmistir. Kromun doz artisma baglh olarak, gruplardaki GSH-Rd enzim aktivitelerinde
artma (p<0,005) olurken, C vitamini doz artisina baglhh olarak GSH-Rd enzim
aktivitelerinde azalmalarin (p<0,005) oldugu belirlenmistir. GSH-Rd enzimini, GSH-Px
enzimi ile birlikte glutatyon redoks dongiisiinde hidroperoksitlerin uzaklastirilmasini saglar
[185]. Sonuglarimizda krom stresine maruz birakilan gruplarda hem GSH-Px, hemde GSH-
Rd enzim aktivitelerinde artislarin oldugu (p<0,05) gozlenmistir. Ancak ilave edilen C
vitamininin dozuna paralel olarak bu iki enzim aktivitesinde azalmalarin (p<0,05) oldugu
gozlenmistir. GSH-Px ile GSH-Rd enzim aktivitelerindeki artiglarin ve ortamda bulunan
GSH ile GSSG’nin birbirine doniisiimlerinin diizenli bir sekilde devam ettigi
bulgularimizda goriilmektedir.

Lushchak [186], akvaryum sularma 1 ve 10 mg/L dozunda Cr (III) ilave ederek
akvaryum baliklarinin beyinlerinde yaptiklar: incelemede, kromun dozuna bagli olarak
GSH-Rd enziminin aktivitesinin azaldigini rapor etmislerdir. Bunun aksine ¢esitli dozlarda
Dietilditiokarbamat (DDC) maddesine maruz birakilan Saccharomyces cerevisiae
hiicrelerinin GSH-Rd enziminin aktivitesinin doz miktarma bagh olarak arttigini
bildirmislerdir [187]. Bulgularimiz Lushchak’mn [186] aksine, Lushchak’m [187] maya
(Saccharomyces cerevisiae)’da yaptiklari caligmanin sonuglari ile uyumludur.

Stiperoksit Dismutaz (SOD) enzimi, molekiil agirligr 17-85 k DA araliginda olan,
stiperoksit radikallerinin dismutasyonunu saglayarak molekiiler oksijen ve H,O,’e katalize
eden metalloenzimdir. SOD enzimi oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunur. SOD
enzimi, aerobik organizmalar1 siiperoksitin zararli etkisine karst koruma ve oksijen
toksisitesini 6nlemede etkindir. SOD katalitik aktivitesi ¢cok yiiksek olan bir enzimdir [188-
191].
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SOD mutantlar1 kullanilarak, oksidatif stres parametrelerine bakilan bir ¢caligmada SOD-
1 delesyonlu suslar kullanilarak, hiicre i¢i oksidasyon diizeyi, lipit peroksidasyonu,
glutatyon metabolizmas: incelenmis ve hiicrenin redoks dengesinde sorun oldugu
belirtilmistir [192]. Bu ¢alismalara ek olarak maya hiicrelerinde H,O,’e kars1 lipoik asidin
koruyucu etkileri incelenmis, koruyucu etkinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in Siiperoksit
Dismutaz geni delesyonlu bazi maya suslar1 kullanildiginda, lipoik asidin mitotik bdliinme
sayismi ve canlilik oranlarmni artirdig: ispatlanmustir [193]. Iyonize radyasyon uygulanmis
S. cerevisiae hiicrelerinde SOD enziminin koruyucu etkileri arastirilmistir. Iyonize
radyasyon uygulanmis yabani tip ve SOD geni delesyonlu suslar arasinda karsilastirmalar
yapilmis ve canlilik oranlari ile protein karbonil diizeyleri arasinda belirgin farkliliklar
gozlenmistir [194].

Calismamizda iki farkli dozda krom uygulanan Maya (Saccharomyces cerevisiae)
orneklerine ti¢ farkli dozda C vitamini (10, 15 ve 20 ppm) ¢6zeltisinin katilmasiyla zamana
bagli olarak mayalarin SOD enzim aktiviteleri Tablo 3.19 ve Sekil 3.19°da gdosterilmistir.
Kontrol grubunda zamana bagli olarak SOD enzim aktivitesinde artiglar (p<0,005)
gozlenirken, diger gruplarin tiimiinde de zamana bagli olarak enzim aktivitelerinde
artmalarin (p<0,005) oldugu gozlenmistir. Krom dozunun artisina bagh olarak gruplarin
SOD enzim aktivitelerinde artmalar (p<0,005), artan C vitamini dozuna karsilik SOD
enzim aktivitelerinde ise azalmalarm (p<0,005) oldugu belirlenmistir.

Maya (Saccharomyces 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 aktivitesini
arttirarak gerceklestirdigi rapor edilmistir [195-197].

Ayrica Saccharomyces cerevisiae hiicreleri hiperosmotik basinca ve 0,2 mM H,0,
dozuna maruz birakilmis, her iki kosulda da SOD enzimi aktivitelerinin kontrol grubuna
gore artt1g1 bildirilmistir [ 198]. Bulgularimizin belirtilmis olan literatiirlerle uyumlu oldugu
goriilmektedir.

Oksidatif stresin zararli etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla oksidasyon-
antioksidasyon mekanizmalarini aydmlatma ve c¢oziimler iiretmeye yonelik pek cok
arastirma yiiriitiilmektedir. Ozellikle basta insan olmak iizere, cesitli canli sistemlerinde bu

mekanizmalar ¢ok Onemlidir. Maya hiicreleri ile memeli hiicreleri biiylik oranda
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benzerdirler [199]. Bu sebeple oksidatif stresin yol actig1 yaslanma [200], apoptosis [201]
ve ¢esitli hastaliklarlar1 [202] aydinlatma ¢aligmalarinda 6nemlidir.

Calismamizda krom stresine karsi memeli hiicreleri gibi 6karyotik bir canli olan maya
(Saccharomyces cerevisiae)’da oksidatif strese karsi antioksidan cevap ile bu cevaba C
vitamininin etkisi arastirilmistir. Sonucta kromun artan dozuna karst A, E, C vitaminleri,
GSH ve GSH/GSSG orant miktarlarinda azalmalar goézlenirken, MDA, GSSG miktarlar1
ille GSH-Px, GSH-Rd ve SOD enzim aktivitelerinde ise artiglar gozlenmistir. Bu
sonuglardan kromun maya (Saccharomyces cerevisiae)’da oksidatif strese yol agtigi,
ortama ilave edilen C vitaminin ise, dozuna bagl olarak etkin bir siipiiriicii ve koruyucu
olarak etki ettigi tespit edilmistir. Uygulanan krom stresinin maya (Saccharomyces
cerevisiae) metabolizmasmi degisiklige ugrattigr gozlenmistir. Sonug¢ olarak; krom
kaplarda mayalanma isleminin uzun siireli olmamasi, aksi halde ise ortama C vitamini
katilmasinin daha uygun olabilecegi sdylenebilir. Ayrica sonuglarimizin dkaryotik bir canli
olan maya ve memeli hiicrelerinde redoks dengesinin aydinlatilmasina yardimci

olabilecegi kanaatindeyiz.
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