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Farkh Besiyerleri Kullanilarak Mayadan Tek Hucre Proteini

Uretimi
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Diinya niifusu artis hizinin son yillarda kritik boyutlara ulasmis olmasi, geleneksel protein kaynaklarinin tiretimindeki zorluklar ve bu proteinli gidalarin yiiksek maliyetli olmas1 nedeniyle alternatif protein
kaynaklari ile ilgili ¢alismalar 6nem kazanmistir. Mayalar, mantarlar, bakteriler ve mikro algler gibi farkli mikrobiyal kaynaklarin biyokiitlelerinin protein olarak kullanimina yonelik ¢alismalar uzun yillardir
devam etmektedir. Bu sekilde iiretilen toplam protein Tek Hiicre Proteini (THP) olarak isimlendirilmektedir. THP iiretim ve kullaniminda ¢esitli problemler mevcuttur; bunlar arasinda tiretim maliyetlerinin
yiiksek olmasi ve alerjenite riski gibi konular 6ne ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada farkli besiyerleri kullanilarak kesikli sistemlerde Saccharomyces cerevisiae THP’si eldesi, farkli besiyerlerinin iiretim verimine etkisi
ve elde edilecek THP’nin protein dagilimi incelenmistir. Bu amagcla, farkli pH degerlerinde farkli karbon kaynaklari i¢eren ortamlar ile fermantasyonlar gerceklestirilmis ve fermantasyonlar sirasinda hiicre
yogunlugu ve pH degisimi incelenmistir. Protein molekiiler agirliklarinin dagiliminin analizi, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile belirlenmistir. Sonug olarak S.cerevisiae'nin
THP'sini iiretmek i¢in en uygun pH degerinin 4.5 ve en uygun substratlarin ise glikoz ve maltozun bir kombinasyonu olan besiyerleri oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tek Hiicre Proteini (THP), maya, jel elektroforez, fermantasyon.

Tek Hiicre Proteini

» THP yiiksek protein igeriginin yani sira yaglar, karbonhidratlar,
niikleik asitler, vitaminler ve mineraller de icerir.

» (Cop depolama alanlarindaki gida atiklar1 mikroorganizmalarla
fermente olur ve karbondioksit ve metan gibi gazlar salnir. Bu
sorun gida atiklar1 ile THP tiiretimi sayesinde ¢oziilebilir. Ciinkii
gida atigindan THP iiretimi, anaerobik sindirime goére bir gida
atig1 yonetimi Stratejisi olarak daha iyl sonuclar verebilecek;
baska bir gelecek vaat eden mikrobiyal tabanli teknolojidir.

» Mikroorganizma: Mikroorganizma bilesimi, kiiltlir iiretimi
sirasindaki davranis bicimi, toksik olmamasi, yiiksek protein
icerigi, yiksek  verimde cogalabilen tiir olmasi Onemli
faktorlerdir

» Besiyeri:  Cesitli THP tiirlerinin iiretiminde yaygin olarak
kullanilan tarimsal kokenli substratlar arasinda peynir alt1 suyu,
portakal kabugu kalintisi, tatli portakal kalintisi, seker kamisi
kiispesi, kagit fabrikasi atigi, piring kabugu, bugday samami
kalintis1, manyok atigi, seker pancari kiispesi, hindistan cevizi
atig1, lizim ve mango atig1 bulunmaktadir
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Fermantasyon ortaminda:

Cu, Zn, Fe, Mo, Mg ve Mn kaynaklar1 n

Azot kaynag1 i¢in amonyum, lire, amonyum
tuzlari

— | Bulunmah

Fosfat kaynagi i¢in mono amonyum fosfat,
diamonyum fosfat, fosforik asit

Fermantasyon sirasinda sicaklik, pH, havalandirma hizi, ¢oziinmiis
oksijen konsantrasyonu, solunum katsayisi, substrat besleme hiz,
azot ve fosfat kaynaklarinin miktar: ve besleme hizi kontrol edilir..

MATERYAL VE METOD

Saccharomyces cerevisiae ile THP tiretimi i¢in optimum kosullar
bulmak tizere farkli besiyerleri ile dort farkli fermantasyon
yapilmistir. Bunlar Fermantasyon 1, Fermantasyon 2, Fermantasyon
3 ve Fermantasyon 4 olmak tizere isimlendirilmistir.

Mikroorganizma: Bu calismada Pakmaya markasmin
Saccharomyces cerevisiae ticari susu kullanilmistir.

Tablo 1. Fermantasyon Besiyeri Icerikleri.
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Sekil 1. On kiiltiiriin hazirlanmasi
» Fermantasyonlar (Mayadan THP tuiretimi)
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Sekil 2. Fermantasyon 4 prosediiri.

600nm’de
optik
yogunluk
olcumiu

7
5000 rpm, 1 e
o pH olgtimii
10 dk santrifiy

/ pH ornegi

5000 rpm, Ust faz

10 dk santriftyj.

~> ~>

Bradford analizi SDS-PAGE

liyofilizasyon

(595nm)

v' Peletler ve liyofilize tist fazlar SDS-PAGE 06ncesi esit hacimde
100 uL tampon A (50 mM Tris pH 8.5, %5 gliserol, 150 mM
NaOH) ile resiispanse edilmistir. Daha sonra orneklere jel
ylikleme boyasi eklenmis, 95°C’de 10 dakika denatiire edilmis
ve SDS-PAGE i¢in jellere 20 pL ornek ytliklenmistir.

v" Protein miktarinin belirlenmesi i¢in Bradford testi yapilmastir.
THP 6rnekleri igin hiicre peletleri dondur-¢6z ve vorteks ile
parcalanmistir. Tampon A ile 1:20 seyreltilmis 6rnekten 4 uLL
alinarak 200 uL Bradford boyasi ile karistirilmis ve 595 nm
absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.. Standart olarak BSA kullanilmastur.

BULGULAR
v 0OD600, pH ve SDS-PAGE

v Fermantasyon 1’de pH degerinin yiiksek (6,84) olmasi
nedeniyle yeterli miktarda THP iiretilememistir.

v Fermantasyon 2’de iki farkli pH degerinde (pH 5.0 ve 5.5)
besiyeri kullanilmis ve fermantasyon 1°e gore daha iyi sonuglar
elde edilmistir.
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Fermantasyon 3 pH ve OD600 grafigi
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Sekil 3. Fermantasyon 3 pH ve OD600 grafigi

v Fermantasyon 3’de pH 4.5 besiyeri ortaminda pH 5 ve 5.5 degerlerine
gore daha yiiksek miktarda biyokiitle oldugu belirlendi.
v Fermantasyon 3’de tretilen protein miktar1 Sekil 3’de goriilmektedir.
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Sekil 4. Fermantasyon 3 SDS jel elektroforez %oruntusu
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Sekil 5. Fermantasyon 4 pH ve OD600 grafigi
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Sekil 6. Fermantasyon 4 SDS elektroforez jel goriintiisii

v Fermantasyon 4’de biyokiitle ve protein miktarinin sadece glikoz
iceren besiyerine gore daha fazla oldugu goriilmektedir.

v BRADFORD ANALIZI

v" Fermantasyon 3 ve Fermantasyon 4°de protein konsantrasyonu
belirlemek 1¢in Bradford yontemi kullamilmistir. Sonuclar Sekil 7°de
verilmistir.
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Sekil 7. Bradford analiz sonucu
SONUC

Hiicre lireme ve protein elektroforez sonu¢larina bakildiginda THP
liretimi 1¢1n en 1y1 besiyeri ortamimin pH 4.5 ve karisik karbon kaynagi
(%1 glikoz, %0.3 malt) oldugu goriilmiistiir.

Protein miktar tayinleri i¢in Bradford yontemi kullanilmis ancak tutarh
sonuclar elde edilememistir. Bunun sebebinin de analiz 6ncesi hiicrelerin
homojen olarak parcalanmamasi oldugu diiitiniilmektedir. Sonraki
calismalarsa liretilen proteinlerin karakterizasyonu ve biyoaktivitelerinin
incelenmesi lizerine yogunlasilacaktir.
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