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Bu ¢alismada, cesitli kaynaklardan (toprak ve g¢esitli peynirler) izole edilen
mikroorganizmalarin sistein iliretme kapasitelerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Bu amagla toplamda 9 farkli kaynaktan 262 bakteri izole edildi; bunlarin {iredigi
besiyeri ortamlarimin hepsinde degisen oranlarda sistein varligi tespit edildi.
Bakterilerin sistein liretme kapasitesi (0.452-1.855 g/L araliginda), Nurtient Broth
kullanilarak 37 °C’de 72 saat fermantasyon islemi sonucunda spektrofotometrik
yontemle belirlendi. Sistein, serin ve metionin amino asitlerinin  FTIR
karakterizasyonu yapild1 ve ayrica degisen konsantrasyonlarda sistein igeren sulu

Anahtar kelimeler:
Bakteriler

mikrobiyal sistein liretimi
molekiiler karakterizasyon ¢ozeltilerinin FTIR spektrumlari incelendi. Elde edilen spektrumlara gore, sistein

konsantrasyonuna bagli olarak band yogunluklarin farklilastig1 sonucuna varildi.

ABSTRACT
In this study, it was aimed to determine the cysteine production capacity of

microorganisms isolated from various sources (soil and various types of cheese).
For this purpose, 262 bacteria were isolated from 9 different sources. Cysteine was
present in varied concentrations (0.452-1.855 g/L) in all of the liquid media. The
cysteine concentration was determined by spectrophotometric method after
fermentation process using Nurtient Broth at 37 °C for 72 hours. FTIR
characterization of the cysteine, serine and methionine amino acids was performed,
and also the FTIR spectra of agueous solutions containing cysteine at varying
concentrations were examined to evaluate the differences in spectrums. According
to the spectrums obtained, it was concluded that the peak intensities were changed
based on the concentration of cysteine.

ile uretilir (Hashim vd., 2014).

1. Giris Sistein genellikle ucuz olan hayvan proteinlerinden (deri, tiiy,

Sistein, yirmi dogal amino asitten birisidir. Yapisinda kiikiirt
atomu bulunan bu aminoasit, insan viicudu i¢in gereklidir.
Giiniimiizde gida, ilag ve kisisel bakim endiistrilerinde yogun
olarak kullanilmaktadir (Fernando, 2006). E920 kodu ile
anilan Sistein, gida sanayinde 6zellikle ekmek basta olmak
lizere bazi unlu mamullerin kalitesinin 1iyilestirilmesinde
kullanilabilmektedir. Ulkemiz Sistein ve benzeri ¢ogu gida
katki maddelerinin temininde disa bagimhidir (Karaali ve
Ozcelik, 1993). Geleneksel olarak, endiistriyel L-sistein
iretimi, esas olarak insan veya hayvan killarinin asit veya
alkali hidrolizi sonucunda elde edilir (Gortner ve Hoffman,
1925; Hashim, Ismail, Jamal, Othman, ve Salleh, 2014). L-
Sistein, hem biyolojik hem ticari olarak ¢ok 6nemli bir amino
asittir. Cogu amino asit ticari olarak fermentasyon ile
uretilmesine ragmen, sistein esas olarak proteinlerin hidrolizi
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tirnak vb) elde edilmektedir. Bunun yaninda mikrobiyal
kaynaklardan iretimi de miumkiin olabilmektedir (Ali,
Shakoori, ve Shakoori, 2011). Ancak bu konuda yapilan
caligmalar yok denecek kadar azdir. Hayvansal kaynaklardan
sistein iiretiminde hayvanin cinsine ve kesim ydntemine baglh
olarak helal veya mekruh olup olmama konusu s6z konusu
olmaktadir (Dhillon, Nagasawa, ve Yamada, 1987; Ermis,
2017). Bu gida katki maddesinin yurt diginda iiretiliyor
olmasi, tretim proseslerinin ve kullanilan hammaddelerin
kontroliinii  zorlastirmaktadir. Bu nedenle bu c¢alisma
kapsaminda hem disa bagimliligin azaltilmasi hem de helal
iretim yollarinin belirlenmesi i¢in mikroorganizmalardan
Sistein iretiminin arastirilmasi digiiniilmiistiir. Mikrobiyal
sistein iiretimi yapan firmalarin tamami yurt disi kaynakli olup
patentli mikroorganizmalar ile liretim yapmaktadir. Bu durum
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ise Sistein konusunda disa bagimli kalmamiza sebep
olmaktadir.

Fourier dontistimii kiz1l 6tesi (FTIR) yontemi 1s181n Kizil 6tesi
bolgede Olgiilen analit tarafindan absorbansmin oOl¢iilmesi
esasina dayanan bir yontemdir (Skoog, Holler, ve Crouch,
2007). FTIR yontemi ile belirgin ve tekrarlanabilir molekiiler
parmak izleri elde edilebilmektedir (Koca, Rodriguez-Saona,
Harper, ve Alvarez, 2007). Bir organik maddenin 151k
dizisinde 4000-1200 cm-1 araligmna, ‘fonksiyonel gruplar
bolgesi’ denir. 1200—700 cm-1 bolgesi ise parmak izi bolgesi
olarak tanimlanan ikinci bolgedir. Kizil 6tesi 151k dizisindeki
farkli bantlardaki absorbans yogunlugu madde miktarlariyla
orantili olarak degismekte ve bu Ozellikten kalitatif ve
kantitatif olarak yararlanilmaktadir (van de VVoort, 1992).
Ulkemizde farkh bolgelerinde farkli iklim ve doga sartlarinin
bulunmasi bizlere genis bir mikroorganizma kaynagi
sunmaktadir (Guven, Matpan Bekler, ve Gul Guven, 2018).
Bu calismada toprak ve cesitli peynirlerden izole edilen
mikroorganizma tiirlerinin Sistein iiretebilme potansiyelinin
spektrofotometrik ~ yontemle  belirlenmesi ve  FTIR
karakterizasyonunun yapilmasi hedeflenmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1 Bakteri izolasyonu ve fermentasyon igslemleri

Bakteriler Tiirkiye’nin gesitli bolgelerinden toplanan toprak
ve peynir drneklerinden segilen besiyeri ortamlar kullanilarak
izole edilmistir. Toprak numuneleri Tiirkiye’nin 7
bolgesinden farkli ortam sicaklik ve yiikseklikten temin
edilmigtir. Cecil peyniri, eski kasar, mihali¢ peyniri, otlu
peynir, orgii peyniri, tulum peyniri, yoriikk peyniri ve tereyagi
ornekleri ¢esitli yorelerden toplanmistir. Bu c¢alismada
kullanilan Ornekler ve toplandiklar1 bdlgeler Tablo 1’de
verilmistir. Her bir 6rnekten 2 g alinarak daha Once steril
edilmis %15 lik izotonik ¢dzeltiye konulmustur. Daha sonra
numunelerin 6ze yardimi ile daha 6nce streril edimis Nutrient
Agar, Tryptic Soy Agar, Nutrient Agar + Pepton, Plate Count
Agar ve Violet Red Bile Glucose Agar (VRBGA) olmak tizere
5 farkli kat1 besiyerine tarama yontemi ile ekilmistir. Ekim
yapilan besiyerleri 48 saat siiresince 37 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonucunda iireme gosteren
koloniler iredigi tiir agar Dbesiyerine saf tek tiir
mikroorganizma elde edilmesi amaciyla seyreltme yontemi ile
ekim yapilmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat
sonunda ayni igslem saf koloni elde etmek amaci ile 2 kez
tekrar uygulanmistir. Toplam 72 saatlik 3 farkli inkiibasyon
sonucunda 262 koloni izole edilmistir.

Daha sonra kati besiyeri {izerinde gelisen Dbakteri
kolonilerinden 50 mL hacimdeki siv1 besiyerlerine (Nutrient
Broth) ekim yapilarak ve fermentasyon islemi i¢in 48 saat siire
ile ¢alkalamal: inkiibatérde 125 rpm’de 37 °C’de inkiibasyona
birakilmistir (Ali vd., 2011). Inkiibasyon sonrasinda 4000
rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek sivi  kisim
spektrofotometrik Sl¢iimler i¢in falkon tiiplere alinmistir.

2.2 Spektrofotometrik Sl¢timler ile Sistein miktari tayini

Spektrofotometrik yontemler hassas olmayan fakat hizli sonug
veren yontemlerdir. Sivi besiyerleri ortaminda tiretilen sistein
miktar1 analizi, Gaitonde (1967) tarafindan belirtilen ninhidrin
metodu modifiye edilerek yapilmistir. Bunun i¢in 6ncelikle
ninhidrin ¢6zeltisi hazirlanmistir. Ninhidrin ¢6zeltisi 0.6 M lik
16 ml fosforik asit ile 64 ml glisisal asetik asit karistirilarak
iizerine 1 g ninhidrin eklenmesi ile hazirlanmistir. Oncelikle
farkli konsantrasyonlarda (% 0, 2, 4, 6, 8 ve 10) (ag/hac)

sistein igeren sivi Ornekler kullanilarak standart kalibrasyon
grafigi olusturulmustur (y=0.8365x+0.0805, R2=0.9927).
Daha sonra s1vi besiyeri 6rneklerinden 50 pl alinarak ependorf
tiiplerine konulmusgtur. Numunelerin tizerine 550 pl ninhidrin
¢ozeltisi eklenerek 80°C de su banyosunda 1 saat
bekletilmistir. Su banyosundan alinan numuneler oda
sicakligina geldikten sonra 1600 pl glisial asetik asit ilave
edilmigtir. Hazirlanan bu numuneler  bir uv
spektrofotometrede (METAS UV-5100, Shanghai, Cin) 365
nm dalga boyunda kér numune ile sifirlandiktan sonra 3
tekrarli sekilde 6l¢limleri yapilarak standart kalibrasyon egrisi
fonksiyon esitligi kullanilarak sistein miktarlart g/L cinsinden
hesaplanmistir.

2.3 FTIR spektroskopisi analizi

Sistein’in segilen diger 2 aminoasit ile ve sulu ortamdaki
¢esitli konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler arasindaki spektrum
farkliliklarimi incelemek tizere ATR-FTIR spektroskopisi ile
analiz edilmis ve elde edilen spektrumlar 4 cm™ spektral
¢oziiniirlikte 750 cm™ ile 4000 cm™ arasinda kaydedilmistir.
Her bir 6l¢timden 6nce, bog ATR hiicresi ile arka plan 6l¢gtimii
alinarak kaydedilmistir (Kogelheide vd., 2016).

3. Bulgular ve Tartisma
3.1 Bakteri izolasyonu

C, D, EM, G, GP, K, MR, SL ve T kaynaklarindan (Tablo 1)
sirasiyla 38, 27, 34, 23, 19, 41, 22, 13 ve 45 adet olmak lizere
toplamda 262 koloni izole edilmis ve sistein iiretiminde
kullanilmistir. Bu kolonilerden sivi besiyerlerine ekim
yapilarak fermentasyon sonunda sistein konsantrasyonu
spektrofotometrik yontemle belirlenmistir.

Tablo 1. Mikroorganizmalarin izole edildigi kaynaklar ve
toplandig bolgeler

Ormek kodu  Kaynak Kaynagin toplandig1 1zole edilen

bolge koloni sayist
C Toprak Marmara 38
D Toprak Dogu Anadolu 27
EM Toprak I¢c Anadolu 34
G Gida  Cesitli yoresel peynirler 23
GP Toprak  Giineydogu Anadolu 19
K Toprak Karadeniz 41
MR Toprak Akdeniz 22
SL Toprak Marmara 13
T Toprak Ege 45

3.2 Spektrofotometrik dl¢ctimler

Tablo 2’de her bir kaynaktan izole edilen mikroorganizma
izolatlarmin en fazla sistein tireten 15 izolatinin sivi
besiyerinde iirettigi sistein miktarlar1 verilmistir. Tablo 2’de
goriildiigii iizere degisen konsantrasyonlarda (0.452’den 1.855
g/L’ye kadar) sistein varlig1 tespit edilmistir. En fazla sistein
tireten mikroorganizmalarin EM kaynagindan izole edilenler
oldugu goriilmektedir. Ardindan SL, K, C ve MR
kaynaklarindan izole edilen izolatlarin geldigi
anlasilmaktadir. Bu 6rneklerin hepsinin farkli bolgelerden
toplanan toprak 6rnekleri olmasi, toprakta bulunan ¢ogu
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Tablo 2. Farkli kaynaklardan izole edilen mikroorganizma izolatlarinin sivi besiyerinde tirettikleri sistein miktarlari (g/L)

izolat

no C D EM G GP K MR SL T

1 1,029 + 0,003 0,977 + 0,006 1,855 + 0,004 0913 + 0,002 0,694 + 0,006 1,454 + 0,012 1,258 + 0,010 1,361 + 0,004 0,868 + 0,039
2 1,023 + 0,012 0,934 + 0,004 1284 + 0,004 0,887 + 0,010 0,805 + 0,006 1,001 + 0,041 0,813 + 0,011 1,341 + 0,003 0,772 + 0,132
3 1,019 + 0,018 0,880 + 0,007 1,247 + 0,006 0,875 + 0,182 0,754 + 0,008 0,960 + 0,002 0,809 + 0,008 1331 + 0574 0,757 + 0,035
4 0,978 + 0,001 0,845 + 0,005 1,192 + 0,009 0,812 + 0,060 0,727 + 0,012 0,949 + 0,039 0,759 + 0,004 1299 + 0,006 0,756 =+ 0,027
5 0,970 + 0,002 0,832 + 0,004 1,157 + 0,017 0,753 + 0,018 0,714 + 0,006 0944 + 0,006 0,750 + 0,009 1,198 + 0,006 0,752 + 0,003
6 0,948 + 0,002 0,831 + 0,006 1,145 + 0,005 0,752 + 0,005 0,700 + 0,004 0,892 + 0,016 0,723 + 0,003 1,064 + 0,004 0,736 + 0,007
7 0,947 + 0,035 0,828 + 0,004 1,143 + 0,004 0,730 + 0,172 0,686 + 0,008 0884 + 0,005 0,705 = 0,007 1,018 + 0,006 0,715 + 0,018
8 0,836 + 0,003 0,816 + 0,010 1,132 + 0,003 0,718 + 0,024 0,681 + 0,008 0846 + 0,071 0684 + 0005 0,922 + 0,011 0,708 + 0,035
9 0,781 + 0,010 0,785 + 0,004 1,122 + 0,007 0,662 + 0,029 0,633 + 0,004 0829 + 0,027 0,683 + 0,010 0,909 + 0,002 0,704 + 0,013
10 0,770 + 0,021 0,784 + 0,005 1,095 + 0,003 0623 + 0,034 0633 + 0,008 0817 + 0,011 0,670 + 0,003 0,809 + 0,007 0,699 + 0,018
11 0,738 + 0,030 0,768 + 0,004 0,995 + 0,004 0,558 + 0,043 0,613 + 0,011 0816 + 0,009 0,619 + 0,008 0,719 + 0,008 0,697 + 0,038
12 0,731 + 0,007 0,761 + 0,009 0,885 + 0,009 0541 + 0,034 0584 + 0,007 0,799 + 0,056 0614 + 0,004 0,667 + 0,006 0,691 + 0,021
13 0,723 + 0,002 0,755 + 0,057 0,865 + 0,001 0461 + 0,007 0,553 + 0,003 0,772 + 0,019 0598 + 0002 0,620 + 0,008 0,689 + 0,034
14 0,720 + 0,085 0,754 + 0,006 0,852 + 0,003 0455 + 0,008 0,524 + 0,014 0,753 + 0,006 0,589 + 0,009 0,686 + 0,002
15 0,719 + 0,003 0,753 + 0,002 0,804 + 0,003 0452 + 0,028 0,513 + 0,011 0,751 + 0,013 0,586 + 0,004 0,673 + 0,019

C,D,EM, G ,GP, K, MR, SL ve T harfleri farkli bélgelerden toplanan ornekleri ifade etmektedir (Tablo 1)
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bakterinin sistein liretme yetenegine sahip olabilecegi
sonucuna gotiirmektedir. Ali, Shakoori, ve Shakoori (2011)
yaptiklar1 bir ¢alismada izole ettikleri bakteri izolatlarinin
9’unun sistein iiretme yetenegine sahip olduklarim
belirtmislerdir. Elde ettikleri izolatlarin yaklasik olarak 2 ile 9
g/L  miktarlarinda  sistein  dretebildiklerini  ortaya
koymuslardir. Bu ¢alismada kullanilan izolatlardan elde
edilen sistein miktarlar1 Ali, Shakoori, ve Shakoori (2011)
tarafindan rapor edilen sonuglara gore belirgin 6lciide daha
azdir. Bunun nedenin izole edilen bakteri tiirline ve
kullandiklar1  segici besiyeri ortamina baghi oldugu
diisiiniilmektedir. Bu ¢alismanin ilerleyen asamalarinda en
yiiksek sistein liretme yetenegine sahip 5 tiiriin sistein iiretme
yeteneginin en ustlin oldugu fermentasyon kosullarinin ve
besiyeri bilesen kombinasyonlarinin belirlenmesi ¢aligsmalari
yapilacaktir.

3.3 FTIR karakterizasyonu

Bu ¢alismada 400-4000 cm™ dalga boylu kizil 6tesi bolgesi
kullanilarak sistein amino asidine ait FTIR spektrumunun
segilen diger 2 amino asit ornegine (serin ve metionin) ait
spektrumlar ile kargilagtirilmasi yapilarak farkli olan pikler ve
bant yogunluklan tespit edilmeye c¢alisilmistir (Sekil 3A).
Yapilan karsilastirmada sisteine ait bantlarin ve yogunluklarin
diger iki amino aside gore belirgin bir sekilde farkliliklar
ortaya koydugu ve ayristirilabildigi gorilmiistiir. Ayrica,
sisteinin saf sudaki farkli konsantrasyonlarinin (%1, 2 ve 3)
spektrumlart incelendiginde konsantrasyon artisina baglh
olarak bant yogunluklarinin degistigi ve 6zellikle 1300-1500
cm-1 Dbolgesinde bu farklilasmanin belirgin  oldugu
goriilmistiir (Sekil 3B).
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Sekil 1. Sistein’in diger referans aminoasitler ile FTIR spektrumlarinin karsilagtirilmasi (A) ve saf sudaki sisteinin farkli konsantrasyonlardaki
¢ozeltilerinin spektrumlari (B)

4. Sonug¢

Bu c¢alismada elde edilen veriler incelendiginde farkl
kaynaklardan izole edilen mikroorganizmalarin Nutrient
Broth besiyerinde farkl: sistein liretme kapasitelerine (0.452-
1.855 g/l arasinda degisen konsantrasyonlarda) sahip
olduklar1 sonucuna varilmistir. Sivi besiyeri ortaminda olusan

sisteinin FTIR yontemi ile hizli sekilde belirlenip
belirlenemeyecegi arastirilmis ve saf su ortaminda %1 ile %3
arasinda bant yogunluklarinda farklilagsmalar oldugu tespit
edilmistir. ilerleyen dénemlerde sivi besiyeri ortaminda daha
diistik sistein konsantrasyonlarmin belirlenebilmesi igin
kemometrik (PCA gibi) analizler yapilarak sonug¢larin analiz
edilmesi ¢alismalarinin yapilmasi planlanmaktadir.
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