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Pseudomonas Cinsi Bakterilerin Biyoteknolojik
Acidan Onemli Bazi Sekonder Metabolitleri’
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Ozet

Mikrobiyal sekonder metabolitler, dogada birgok mikroorganizma tarafindan
dretilmektedirler. Ozellikle de Pseudomonas cinsine ait tdrler, polisakkaridler,
antibiyotikler, enzimler, antijenler, antitimor ajanlari ve zehirler v.s. gibi ¢gok sayida
sekonder metabolit Gretmektedirler. Ticari 6neme sahip bu metabolitlerin ¢ogu tip,
eczacllik, kozmetik, gida, tarim, ¢evre ve bircok kimya sektdriinde kullaniimaktadir.

Bu derlemede, Pseudomonas cinsi bakterilerin biyoteknolojik agidan énemli olan bazi
sekonder metabolitleri (ekzopolisakkarit-EPS, piyosiyanin ve rhamnolipidleri)
hakkinda bilgi verilmistir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas, sekonder metabolit, piyosiyanin, EPS ve
ramnolipid

GiRIS
Mikrobiyal sekonder metabolitler

Mikrobiyal sekonder metabolitler, Gretilen kuiltlrlerin gelisimi icin énemli olmayan
fakat insan saglgi icin cok 6énemli olan distk molekiler agirlikli Grinlerdir (1).
Mikroorganizmalar tarafindan Gretilen bu metabolitler biyolojik olarak aktif bilesiklerin
zengin bir kaynagini sunarlar (2) ve birgok yonde insanlik igin dnemli olan enzimler,
pigmentler ve antibiyotikleri icerirler (3). Dogada yaygin olarak bulunan birgok
mikroorganizma ticari olarak énemli primer (aminoasit, proteinler, karbohidratlar,
vitaminler, aseton, etanol, organik asitler v.s) ve sekonder metabolitler (antibiyotikler,
toksinler, alkoloitler v.s) Uretirler.

' Bu galisma, 2006 yilinda Prof. Dr. Belma Aslim danismanhiginda tamamlanan "Gevredeki
bazi organik kirleticilerden biyoteknolojik olarak bazi ikincil metabolitlerin Gretimi" adl doktora
tezinden diizenlenmistir. 2 Erciyes Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Biyoteknoloji
ABD, 38039, Kayseri. Yazigmalardan sorumlu yazarin e-posta adresi: dilsad@erciyes.edu.tr;
odilsad@gmail.com ® Gazi _Universitesi, Molekuler Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi,
06830, Golbasi, Ankara- TURKIYE
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Primer metabolitlerin mikrobiyal olarak dretimi, onlarin yasam Kkalitesine énemli
Olcide katkida bulunmaktadir. Ucuz karbon kaynaklari {zerinde buylyen
mikroorganizmalar fermantasyon yoluyla, amino asitler, nikleotidler, organik asitler
ve vitaminler gibi degerli GrGnler Uretebilir. (4). Primer metabolitler, bakteri gelisimine
paralel olarak mikroorganizmanin gelisme fazinin baslangicinda olusurken, sekonder
metabolitler, siklikla gelisme fazinin sonuna dogru ya da durgun fazda sadece bazi
mikroorganizmalar tarafindan dretilir ve bakteri gelisimi ve Uremesi igin gerekli
degildir (5). Sentez, kultlr besiyerini olusturan maddelerin konsantrasyonu ve tipi
degistirilerek etkilenebilir. Bu maddeler arasinda karbon kaynaklarinin etkisi, endistri
ve arastirma gruplarinin her ikisi i¢in strekli bir calisma konusu olmustur (1).

Metabolitlerden sekonder metabolit denilen ikincil metabolitlerin birgogu 6nemli
metabolitler olup, endlstriyel alanda olduk¢ca 6nem tasimaktadirlar. Sekonder
metabolitlerin temel 6zellikleri;

-Sekonder metabolitler gelisme ve reprodiksiyon igin gerekli olmayan bir
Ozelliktedirler.

-Sekonder metabolitler, ekstra blyime sartlarinda 6zellikle besiyerinin bilesimine
bagli olarak olusur.

-Sekonder metabolitler, bir grup ile yakindan iliskili olarak siklikla dretilir. Ornegin,
Streptomyces’in bir tirinin tek bir susun, 30'un Uzerinde Urtnle iligkili oldugu
bulunmustur. Fakat bunlar, farkli antraksilin antibiyotikleridir.

-Siklikla sekonder metabolitlerin yiksek Gretimi mimkin iken, genellikle primer
metabolitlerin ylksek oranda uretilmeleri mimkin degildir (6).

Mikrobiyal sekonder metabolitler, ginimizde daha ¢ok tarimda, endtstride ve saghk
alaninda kullaniimaktadir (7). Genel olarak siradigi yapilara sahiptirler ve olusumlari
besinler, blylime orani, feedback kontrol, enzim aktivasyonu ve enzim indUksiyonu
ile dizenlenmistir. Sekonder metabolitlerin sentezi, kromozal DNA ve nadirende
plasmid DNA daki genler tarafindan kodlanmistir. Primer metabolizmadan farkli
olarak sekonder metabolizma sirecleri hala tam anlamiyla anlasilamamistir. Bu
ylzden sekonder metabolitler, enzimoloji, kontrol ve farklilasma Uzerine temel
arastirmalar igin firsatlar saglar.

Sekonder metabolizma besin, biyosentez, indukleyicilerin ilavesi ile veya gelisim
oranindaki azalma ile ortaya cikar (8). Bircok sayida bakteri ve mantar sekonder
metabolit adi verilen bu metabolizma atiklar Gretmektedirler. Bugiine kadar sekonder
metabolit Greten 2000'nin Uzerinde bakteri karakterize edilmistir. Mikroorganizmalar
yardimi ile 0&zelliklede Pseudomonas cinsine ait tlrlerden polisakkaridler,
antibiyotikler, enzimler, antigenler, ve zehirler gibi ¢cok sayida sekonder metabolit
dretilmektedir (9, 10). Endustride, sekonder metabolitler daha kararli Grln
olusturdugu ve daha az enerji gerektirdigi icin tercih edilmekle birlikte (8), bu
metabolitlerin  se¢iminde, suslarin  endustriyel 6nemleri ve yldksek Uretim
kapasiteleride 6nemli olmaktadir. Antibiyotik ve diger sekonder metabolitler
mikroorganizmalarin ticari 6nemini artirmaktadir (11).
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Piyosiyanin

Antibiyotikler, biyolojik kékenli ve disik konsantrasyonlarda bile mikroorganizmalarin
gelismesini engelleyen bazi mikroorganizmalarin Urettigi sekonder metabolitlerdir.
Genelde engelleyici ve éldarict etkilere sahiptirler. Antibiyotik olusturma yetenegi
genelde; Aspergillus, Penicillium ve Fusarium Actinomycetes grubuna giren
mantarlarda ve bazi bakterilerde vardir (9, 10). Son yillarda, sirekli olarak, etki alani
genis ve glcli antibiyotikler Ureten, yeni mikroorganizma tiplerinin arastiriimasi 6nem
kazanmistir (12).

Pseudomonas spp.’lerden metabolitlerin tedavi amaclh kullanimindaki arastirmalar ilk
kez 80 yil 6ncesine dayanmaktadir ve ilk olarak enzimatik aktivite gdsteren
Piyosiyanaz olarak isimlendirilen bir ilacin varligiyla bildirilmigtir. Bu ilag diftera,
influenza ve menenijit tedavisinde kullanilmigtir. Fakat bugin klinik kullanimi
birakilmistir. Pseudomonas spp.’lerden elde edilen antimikrobiyal maddelerin sadece
3 tanesi tibbi olarak faydali bulunarak (piyosiyanin, piyrolnitrin ve pseudomonik asit)
ticari olarak Gretilmis (13) ve pratik uygulamalarda kullanilmistir. Bu amacla
Pseudomonas spp.'lerden piyosiyanin Uretimi bir¢cok arastiricinin ilgisini gekmis ve bu
calismalar fluoresens Pseudomonas spp.'lerin temsilcilerinden 6zellikle de besiyeri
icerisinde mavi-yesil piyosiyanin pigmentini Greten P. aeruginosa ile yaritGimuastar.

Fenazin ve piyrolnitrin sentezinin haricinde sekonder metaolizmanin biyosentezi,
genetigi ve regulasyonu hakkindaki mevcut bilgiler cok azdir. Yinede Pseudomonas
spp.’larin biyokimyasi ve genetigi Gzerine yapilan arastirmalara sekonder metabolitler
ile ilgili olan arastirmalarin katilmasi, sekonder metabolizmanin aydinlatiimasi
acisindan énemli olmustur. Son yillardaki ¢calismalar, yabani tip Pseudomonas'larin
pigmentlerinin, bu Pseudomonas'larin pigment olusturmayan mutant suslari
arasindaki gelisim ve rekabetine odaklanmis ve pigment olusturan yabani tip
Pseudomonas'larin mutantlarina gére cevrede canli kalabilme sansinin daha yiksek
oldugu bildirilmistir (11).

Pseudomonas cinsi bakterilerin GUrettigi pigmentlerin tedavi amacli antibiyotik olarak
kullaniminin yani sira bu bakterilerin Urettigi antibiyotik benzeri fenazin (14) ve
sideroforlar (10) gibi antimikrobiyal maddelerin de bircok kdk patojeninin
baskilanmasinda rol aldigi belirlenmigtir. Bundan dolayl antibiyotik Greten
Pseudomonas'larin etkin bir biyolojik kontrol ajani olarak kullanimi én géralmektedir
(15). Ayrica bazi arastiricilar tarafindan organik bilesiklerle kirlenmis alanlardan izole
edilen Pseudomonas cinsine ait tlrlerin ¢evresel énemine dikkat cekilmis ve bu
ortamda ki rekabet ve canliliklari icin bir takim metabolitler Grettikleri ve P.
aeruginosanin dogal cevrelerde uzun sureli canh kalabilmesinin tamamen sekonder
metabolizmalarina bagli oldugu bildirilmigstir (16).

Ekzopolisakkarit (EPS)

Biyoteknolojik uygulamalarda énemli olan antibiyotiklerin yani sira, son yillarda
mikrobiyal ekzopolisakkaritler (EPS)’de birgok alanda kullaniimaktadir. EPS’ler suda
cbzlinen polimerlerdir ve dogada iyonik ya da iyonik olmayan yapilarda bulunabilirler
(17). EPS’ler glikozid baglar ile birbirine bagh olan seker Gnitelerinden olusmaktadir.
Bakteriyel EPS’lerin ¢codunlugu dizenli oligosakkaridlerin tekrarlanan birimlerinden
olusmus heteropolisakkarid yapida, bazi bakteriyel EPS’ler ise tek tip sekerden
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meydana gelen bir homopolisakkarid yapidadir. Ayrica polisakkaridler hidrofilik 6zellik
tasimakla birlikte ¢cogu polimerler lipofilik, hidrofilik ve biyofilm yapisinda olabilen
hetorojenlerdir (17- 20).

Son vyillarda yeni mikrobiyal EPS’lerin arastirmasina buyik &nem verilmis,
mikroorganizmalarin  bircogunun degisen kompozisyonlarda ekzopolisakkarit
drettikleri rapor edilmistir (19, 21, 22). Mikrobiyal EPS'lerin, bircok bakteri ve maya
cinsleri tarafindan Uretildikleri ve bu U0rlnlerin karbon kaynaklari icin yarisan
metabolitler olduklari bildiriimektedir (19, 23). EPS’ler toprak, deniz, tatl su gibi farkli
cevresel drneklerden izole edilen, Bacillus'lar, Pseudomanas'lar, Lactobacillus'lar ve
Azotobacterler gibi daha bircok bakteri tarafindan sentezlenmektedir (19). Bitki
patojeni olan cinslerin bircogu (Agrobacterium, Clavibacter, Erwinia, Pseudomanas,
Pantoea, Ralstonia ve Xanthomonas) EPS Uretimi gerceklestirebilen bakterilerdir
(24). Yine Xanthomonas campestris tarafindan ksantan zamki, Sphingomonas
paucimobilis tarafindan gellan, Pseudomonas tirleri ve Acetobacter chorococcum
tarafinda alginatlar, Acetobacter xylinium bakterisi tarafindan bakteriyal selllozlar,
Streptococcus equii tarafindan hiyaluronik asit ve Rhizobium tarafindan siksinoglikan
sentezlenmektedir (19, 21, 22). Alginat, amilovoran, sellloz, levan, marginalan,
stevartan, suksinoglikan ve ksantan zamkinin tam yapilar bilinmektedir. Bu EPS’ler
genellikle endUstriyel amacla Uretilir ve ticari olarak gida sanayisinde ve diger bazi
alanlarda kullanilmaktadir (19, 25).

EPS’ler bakterinin olumsuz cevre sartlarindan korunmasini ve cesitli ylzeylere
tutunmasini saglamaktadir. Mikroorganizmayi veya ortami kurumaya karsi korur,
zararl bir ortamdan uzaklastirirlar (26, 27). EPS, bakteriyi koruyucu bir értl seklinde
sarmakta ve olasi tehlikelere karsi onlari korumaktadir. EPS’nin bakteriyi koruma
6zelligi ayrica antibiyotiklere karsida fiziksel bir koruyuculuk seklinde de ortaya
cikmaktadir. Ortamdaki metalik iyonlarin tutulmasini saglarlar ayrica bitki, insan ve
hayvan patojenlerinin Grettikleri EPS’lerin virulans faktérler olduklarn da bilinmektedir
(18, 28).

EPS’ler yeni islevsellikleri ile pek ¢ok ilging fiziki, kimyasal ve rehological (maddenin
sivi halindeki 6zellikleri) 6zelliklerinden dolay! yeni biyomateryallerdir ve tekstil,
deterjan, yapistirici, mikrobiyal olarak zenginlestiriimis petrol iyilestirmeleri (NEOR),
atik su iyilestirmeleri, dere yatadl temizlemeleri, mayalanma, akarsu isleme
stirecinde, kozmetik, tip, eczacilik ve gida katki maddesi olarak oldukca genis
kullanim alanlarina sahiptirler (29-31). Ayrica biyofilm 6zelligi gbsteren EPS’ler
bakteriyi deterjanlara ve antibiyotiklere karsi direncli hale getirirler (32-36). Yine
biyofilm bakteriyi yalnizca dis ortamdan koruyarak yasayabilmesi icin degil ayni
zamanda genetik 6zelliklerinin korunmasinda ve genetik bilgi degisiminde de daha iyi
ortamlar hazirlamaktadir (37). Bu polimerler sadece bakteriyi saran bir biyofilm
tabakasi olarak fonksiyon géstermeyip ticari amacla da kullaniimaktadir. EPS’ler ayni
zamanda anti-timér (38), antivirUs, ve ates dusurlicli etmen olarak, ilag sanayisinde
de kaplama materyali olarak pek cok fizyolojik aktivitelere katkida bulunurlar ayrica
interferon, trombosit yiginlar birikmesi ve faktér sentezlerini uyaran koloniler igin
tesvik edici olarak kullanilirlar. Dekstran-demir kompleksi anemi vakalarinda,
dekstran-kalsiyum kompleksi ise hayvan beslemede hipokalsemi tedavisinde
kullanihr. Ag yapili sephadeks dekstranlar ise, biyolojik maddelerin saflastirimasi ve
franksiyonlara ayriimasinda devreye girerler (17, 21). Yapilan ¢alismalar sonucunda
EPS’lerin bagirsak florasini dizenledidi, kolesteroli distrdidld ve antitilser
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aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir (20, 23). Ayni zamanda kimya alaninda
inceltici olarak ve farmokolojinin bircok alaninda da EPS’den yararlaniimaktadir (19).

Son arastirmalarla, Pseudomonas spp. tarafindan dretilen ekzopolimerlerin ve
biofilmlerin de ¢evresel dnemine dikkat ¢ekilmektedir. EPS'nin ylzey ve ara ylzey
gerilimini azaltarak kirli alanlarin temizlenmesi (biyoremediasyonu) ve birgok
endustriyal uygulamalarda kullanilan biyoemdalsiilfiye aktivitesi ve (39) buna ilaveten
topraktaki organik bilesiklerin ortadan kaldirilmasi igin, bu bilesikleri pargalayan ve
eriten, biyoremediasyonda kullanim potansiyeline sahip oldugu bildiriimistir (40).

Ramnolipid

Pseudomonas cinsi bakterilerin Urettigi bir diger sekonder metabolit olan
biyosurfektanlar da biyoteknolojik agidan énemli birgok alanda (gida sanayi, tip,
kozmetik, c¢evre teknolojileri, tarim gibi) kullaniimaktadir. Mikroorganizmalar
tarafindan Uretilen biyosUrfektanlar bilegiklerin pargalanmasi ve emdilsifikasyonu
artirmaya yardim eder. Biyoemdlsifiyerler ticari olarak petrolle kirlenmis toprak ve
sularin biyoremediasyonunda, petrol iyilesimini artirmaya yodnelik, petrolle Kkirli
borularin temizlenmesi i¢in kullanilan klorlu ¢éziculerin yerine kullanilabilir (41).

Bircok mikroorganizma farkli kimyasal 6zellikte ve molekiler agirlikta biyostrfektanlar
dretmektedirler. Biyosurfektanlarin siniflandiriimasi farkh sekillerde yapilmaktadir.
Cogunlukla kimyasal kompozisyon ve mikrobiyal orijinlerine gére siniflandirilir.
Genelde yapilarinda peptit veya amino asitlerin olusturdugu yar hidrofilik mono, di
veya polisakkaritler; doymus veya doymamis yag asitlerinden olusan yari hidrofobik
bilesiklerdir. Biyosurfektanlar; glikolipidler, lipopeptitler ve lipoproteinler, fosfolipidler
ve yag asitleri ile polimerik ve partikller biyostrfektanlar seklinde 5 sinifta ele alinir
(42). Bazi durumlarda biyostrfektanlar disik molekll agirlikli molekdller ve yiksek
molekuler agirhkli polimerler seklinde de siniflandiriimaktadirlar. Distik molekil
agirhkli biyostrfektanlar genelde glikolipid veya lipopeptid yapisindadir. YUksek
molekdl agirlikh  biyosUrfektanlar ise amfipatik polisakkaritler, proteinler,
lipopolisakkaritler, lipoproteinler veya biyopolimerlerin kompleks karisimlaridir (42-
44). Biyosurfektanlarin etkinliginin icerdigi yapilarin fakliligina bagli olarak degistigi
belirtiimektedir (45).

Pseudomonas cinsi bakterilerin  biyostrfektan Uretimleri  bildirilmistir ~ (46).
Biyosurfektanlarin en fazla calisilan ve en iyi bilinen cesidi Pseudomonas aeruginosa
tirleri tarafindan Gretilen glikolipid yapisindaki ramnolipid biyosurfektanlaridir.
Ramnolipidler de ekzopolisakkaritler (EPS) gibi mikroorganizmalar tarafindan dretilen
ve Ureticilerine c¢esitli avantajlar saglayan seker icerikli polimerlerdir (39, 47, 48).
Ramnolipidlerin  mikrobiyal Gremenin gelisme, durgun ve O6lim fazlarinda
sentezlendigi belirtiimektedir (49). Bunlar, hicre duvarinin yapisinda bulunduklari
zaman hidrokarbonlu bilesikleri periplazmik ylzeye penetrasyonunu kolaylastirmalari,
ektraselular olarak salindiklarinda ise hidrokarbonlu bilesikleri emdlsifiye etmeleri ile
Ozellikle cevre Kkirliliginin  kontrolinde &nemli rol alan biyosarfektanlardir (50).
Ramnolipid biyostrfektanlari, kontamine olmus bdlgelerde kirlenmeyi azaltan
maddelere, terminal elekiron tutuculara veya besin ve diger temizleyici maddelere
ilave edilerek kirletici maddelerin pargalanmasini arttiran ve gevrenin kendi kendisini
yenilemesini saglayan bilesikler oldugu belirtilmistir (51). Ayrica organik bilesiklerle
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kirletilmis  topraklarda ramnolipid biyosirfektanlarin  eklenmesinin  biyolojik
parcalanmayi arttirmasi ile ilgili de ¢calismalar bulunmaktadir (41, 52).

Ramnolipidin 4 tipi vardir. Bunlardan tip | ve tip Il agir metal giderimi ve toprak
yikamalari icin, tip Il kagit ve kagit hamuru sanayinde, metal sanayinde, deri
sanayinde ve yaglayici alanlarinda uygulanabilir. Tip 4 ise genellikle tekstil sanayin,
temizlik alaninda, besin sanayi, boya sanayi, mulrekkeplerde, Kkisisel bakim
artnlerinde, zirai uygulamalarda ve suyun iglenmesi gibi alanlarda kullaniimaktadir
(53).

Bakterilerin hiicre duvarindaki hidrofobik bilesiklerle ortamdaki hidrokarbonlu
bilesiklere baglanmalari arasinda siki bir iliskinin oldugu bilinmektedir. Zhang ve
Miller (1995) ile Rahman ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismalarinin sonuglarina
g6re, hidrokarbonlu bilesiklerin  ramnolipidlerce tutulabilecegini ve tekrar
kullanilabilecegini belirtmiglerdir (52, 54). Petrol ve hidrokarbon
biyodegredasyonunda &6nemli bir rol oynayan biyosurfektanlarin, biyoremidasyon
uygulamalari iginde potansiyel bir madde oldugu bildirilmistir (50, 55-61).

SONUC

GUndmuzde mikroorganizmalar, dogal kaynaklarin azalmasi nedeniyle birgok Uretim
alani igin potansiyel olarak gérilmekte ve mikrobiyal Urinlerin eldesi ile ilgili yogun
calismalar yapilmaktadir. Mikrobiyal kaynakl Grlinlerin ekonomik olmalari, mevsimsel
ve potansiyel kisitlamalara bagl kalmamalari onlar endustriyel Gretim acisindan
avantajli kilmaktadir. Endustriyel amagh kullanilacak olan mikroorganizmalarin
6zellikle de Pseudomonas’larin sekonder metabolitleri, biyoteknolojik agidan énemli
bir dogal kaynak olabilmekte ve kontrolli kosullar yaratildiginda Gretim artmaktadir.
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