Mikrobiyal Proteinlerin Yiiksek Diizeydeki
Nukleik Asitlerini Azaltma Yontemleri

Dr. Mustafa OZYURT

Cekmece Nilkleer Aragtirma -ve Egitim Merkezi.
ISTANBUL

Tarimsal ve endiistriye! artiklardan mikro-
organizmalar kullamlarak elde edilen mikrobi-
val proteinler. (tek hiicre proteinleri) bugfin
i¢in hayvan yemi olarak kultanilabilmektedir(8).
Ancak dinya niifusuriun hizla ért|$| gelecekte
ortaya gikabilecek gida sorunu karsisinda, bu
kaynaklardan insanlar tarafindan da ya-arlant-
Iabxlecegml akla getirmektedir. M:krobuyal pro-
teinierin insan gidasi amaciyla kullamilmastnda
bu nonkonvansiyonel besin kaynaklarinin yiik-

sek orandaki nilkleik asit igerikleri bir sorun

olarak karsimiza grkmaktadir, Bu sorun cesitli
yontemler kullanarak mikrobiyal proteinierin
niikleik asitlerinin daha diisitk diizeye indiril-
mesi calismalariyla ¢Gzimlenmeye caligtimak-
tadir.. Mikroorganizmalanin nitkieik asit iceri-
gt (6} : Algler : % 3-8, mayalar : % 6-12,
bakteriler : % 8- 16, funguslarin da “ 10'dan
azdir. ' ‘

Purin bazlar! guanin ve adenin (rik asit'e
metabolize oiur. Diyette ilgili nikleik asit nuk-
leazlar tarafindan pankreas suyunda depolime-
rize olur ve sonra absorpsiyondan evvel bar-
sak enzimleri tarafindan nukleosidlere cevriilr.
. Urik asidin ¢ozlintirliigi simirh oldugundan, gut
hastaligindaki sartlara benzer sekilde, artan
plasma konsantrasyonunun dokularda ve eklem-
lerde lreat cbkeltisiyle sonuglanacag! beklene-
bilir. Bobrekierde ve mesanede ta$lar tesekkul
edebilir.

‘Yakin zamanlarda, tek hiicre proteininin
{kurutulmus mikrobiyal hiicreler) niikleik asit
iceriginin azaltiimasiyla ilgili olarak birgok yon-
term bilimsel makalelerde anlatilmis veya pa-
tent olarak agtklanmistir. Niikleik asit icerigi-

nin azaltlmasinda asagidaki yontemler kulla-
' ntlir (15) : 1. Fermentasyon sirasinda nikleik
asit sentezinin sinwrlandinimasi, 2. Azaltilmis

niikleik asit igeren -protein izolatlarinm veya
konsantrelerinin {iretimi, 3. Cesitli kimyasal
maddelerin faaliyetiyle biitin hiicrelerden niik-
leik asitlerin hidrolizi ve ekstraksiyonu, 4. Exo-
jen (drnedin bovin pan-kreati‘k nukleaz, mikro-
biyal fosfodiesteraz) wveya endojen (RNase)
enzimler kulianarak. Bu- islemlerde kullanrlabi-
lecek mikroorganizmalar Paecilomyces varioti,
Candida lipolytica, C. utilis ve C. trepicalis'dir.

Trevelyan'a (13) gdre Baker's mayasinin
pH 1.4'de sodyum kloriir ile ekstraksiyonu RNA -
igerigini azaltmanin en verimli ydntemidir. Bu-
nun en belirgin &zelligi maya hiicrelerinin gok
az protein kaybidir. Hayakawa ve Nomura (3)
ICM (impact - Cell -Mill)  y#nteminin alkalin
ekstraksiyon yénteminden % 20-30 daha yiik-
sek niikleik asit degeri gosterdigini ileri siir- -
miislerdir. Heden ve Molin'e (4) gbre niikleik
asit alis1 giinlitk 2 gramr gecmemelidir ki bu
yaklagik 10-15 gram mayaya esdederdedir.
Gierhart ve Potter (2) alkali hidrolizi, enzimik
ydntemler ve tamponla yrkama gibi gesitli yon-
temlerle C. utilis’in RNA iceridini % 45 - 97 ora-
ninda diiglirerek % 8 gibi bir diizeye indirmeyi
basarmiglardir.- Schlingmann ve Praeve (11)
ise hiicre duvar ve membran lipidlerinin .alkol,
amonyak solventleriyle eritilmesi ve nitkleik
asitlerin (DNA 4 RNA) su ile ekstraksiyonu
sonucu yiksek besleyici degeri olan tek hiic-
re proteini elde etmiglerdir. Fencl ve arkadas-
tarinin yaptiklar galismada (1} Candida utilis,
C. lipolytica, Sacchaiomyces cerevisiae veya
Escherichia coll proteinleri alkali pH'da ve
4-10 C°’de hilcrelerin pargalanmasryla izole edil-
mig, hiicre duvarlarinin gikarilmast, asidifikas-
yonla proteinin gokeltilmesi, lipidienin ekstrak-
siyonu Me,_CHOH ve kurutmayla yapilmigtir.

Hiicre ‘dwa'riﬁm_ ‘gikariimasindan  sonra -elde
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~edilen protein siispansiyonu nitkleik zsitleri

indirgeyen nitkleazi aktiviye etmek amaciyla
53 -60°'de pH 5.9 -8.0 olarak bir saat isitiinsg-
tir. Elde edilen proteinler insan ve hayvan bes-
lenmesinde yararl] olarak saptanmustir. Oli-

veira'ya gore (T) gida amaciyla kullanilacak

maya hiicrelerinin niikleik asitlerinin azaltilma-
st maya kiltiir sartlar ile bir dereceye kadar
kontrol edilebilir. Bu kontrol faktérlerinin en
onemliieri C/P oram, kullanijan azot kaynadi-
nin tipi ve mayanin eldesi sirasindaki gelisim
faz)'dir. Bu kiiltiir sartlart’ kiltivasyondan son-
ra hilcre materyelinin hidrolizi ile birlegtirildi-
ginde son derece dusiik igerikii nikietk asit
elde etmek mimkiindir. Bu iglemie mayanin
giinlik doz alwm ile birlikte insan gidasi ama-
ciyla kabul edilebilirligi de artacaktir. Revoy'un

- gahismasinda (9), Candida tropicalis veyz C. h .

polytica tarafindan parafin igeren besiyerinin
fermentasyonuyla elde edilen proteinlerin nik-
leik - asit yiizdesi hiicre- materyelinin  Me,
GHOH - H,0 ile 6n islemi ve daha sonra NaOH
veya KOH ite ekstraksiyonuyla ditsiriilmiistir.

- Bu iglemle niikleik asit igerigi % 8'den % 2'ye

indirilmistir.. Tannenbaum ve arkadaslari (12)
mayalardaki (Candida utilis, c intermedia)
niikleik asit konsantrasyonunu mayanm 60-70 C°'
de' 2-20 saniye arasinda 1s1 sokuyla ve daha
sonra inkithasyonu ile azaitmislardir. Bu sekil-
de, Miller ve Johnson'un besiyerinde slrekli
killtiirde pH 4'de liretiminden sonra C. utilis’in
nitkleik asit konsantrasyonu % 7 olarak bu-
lunmustur. Uemura ve arkadaslarimin cahsma-
sinda (14) mikrobiyal hiicrelerin parcalan-masm;
dan sonra mikrobiyal protein alkali ile ekstrak-
te edilmis, alkali solisyon asidik pH'ya ayar-
lanmms, homojenize edilmis ve divalent metal

tuzu katiimistir. Boylece 5.1 baker's maya hilc-
releri siispansiyonu 800 kg/cm®de yiiksek ba-
sing homojenizerinde muamele edilmis ve pro-

tein pH 10.5'da parcalanmig hiicrelerden ekst-

rakte edilmigtir. Ekstraksiyon pH 6.0'ya ayar-
lanmug, 45-50C°'ye kadar 1sitiimis ve 400 - 500
kg/cm?'de homojenize edilmig, % 5.0 NaCl ka-
tilrmig, homojenat 20 dakika karistinlmig ve son-
ra % 1.1 CaCl, ildve edilmigtir, Gokelti santri-
fu] edilmig, suyla yikanmis ve liyofilize edil-
mistir. Nikleik asit oran % 1.8 olarak bulun-
mustur, Diger bir ydntemde (5) hitcrelerin ay-
riimasindan dnce kiiltiir pH's1 £ 5'e diisiir!-
miis, siispansiyon < 80C°'ye 1stilmms ve pH
6 - 10'a ylikseltilirken temperatiir 60C°'de tutul-
mustur. Bu, hiicre homojenizasyonu olmaksizin
hiicre duvarlarim niikleik asit gecisine gegir-
gen yapar. Daha sonra ayrilan hiicreler vakum:-

_ta kurutulmustur, Bu yontemi kullanarak Pseu-

domonas methqutropha, P. fluorescens ve P. -
alcaligenes’de nitkleik  asit diizeyi % 10.1;
117 ve 116'dan % 3.5; 4.7 ve 4.9'a diisiril-
miigtir. Shetty ve Kinsella (10) hiicre aynima-
simdan sonraki suksinilasyonun yiiksek rlin de-
gerinde ve % 2'den daha diigiik nitkleik asit
igeren maya proteininin izolasyonunu kolaylas-
trrdigim sap’camiﬁardi'r.

Yukaridaki agiklamalardan da anlasilacagi
gibi mikrobiyal proteinlerin yitksek niikleik asit
igerigi gesnh yointemler uygu!anarak daha du-
sitk dizeye indirilebilmektedir. Burada tek so-
run, bu iglemlerin mikrobiyal proteinlerin ma-
Hyetini ne kadar arttrabilecedi ve ekonomik
olup olmayacadidir, Bununla birlikte besin ka- -
pasitesi milyarlarca insani beslemekte yeter- -
siz kalacak bir diinyada ekonomik faktorlerin
kinci planda kalacagd: ileri slriilebilir.
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