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ВСТУП
Більшість представників бактерій роду Pseudomons є продуцентами  багатьох важливих біологічно-активних речовин, які можуть використовуватись людиною в багатьох напрямах розвитку науки та виробництва, таких як медицина, біотехнологія рослин, екологія, біотехнологія виробництва, мікробіологія та інші. На даний момент представники  роду Pseudomonas  мають велику перспективу в використанні  їх в біотехнологічному виробництві  таких біологічно-активних речовин як, феназини, рамноліпіди, гомосеринлактони, хіноліни, піовердини, полісахариди, різні ферменти та інші речовини (Pham T. H. et al., 2008).    Основними біологічно-активними речовинами  є феназини та похідні піоціаніну, які на даний момент використовуються як антигрибкові та антибактеріальні препарати захисту рослин (Tambong J. T., 2001). 
  За своєю хімічною природою феназини включають велику групу азотовмісних гетероциклічних сполук, які різняться за своїми хімічними і фізичними властивостями, в залежності від типу і розташування присутніх функціональних груп. Було ідентифіковано більш ніж 100 різних структурних похідних феназинів в природі, а також синтезовано більш ніж 6000 сполук, які містять феназинову центральну частину (Mavrodi et. al. 2006). Бактерії є єдиним відомим джерелом природних феназинів. Проте, природні та синтетичні феназини становлять значний інтерес із за їх потенційного впливу на бактеріальні взаємодії та біотехнологічні процеси.
Феназини досліджувалися довше, ніж більшість інших бактеріальних вторинних метаболітів, згідно з повідомленнями Національного центру інформації по біотехнології (PubMed) з початку 1954-го року було опубліковано більш ніж 5000 звітів за цими дослідженнями. Ці вторинні метаболіти, які продукуються різними бактеріями, особливо псевдомонадами інтенсивно вивчалися через їх широкий спектр антибіотичних властивостей і ролі в вірулентності. З біотехнологічної точки зору існує тривалий інтерес до феназинів, який в значній мірі обумовлений їх фізико-хімічними властивостями такими, як їх окислювально-відновний (потенціал), властивості їх до яскравої пігментації, здатність змінювати колір зі зміною рН і окислювально-відновного стану. Феназини мають широке використання в наукових дослідженнях. Дані гетероциклічні сполуки застосовуються в якості акцепторів або донорів електронів, компонентів паливних елементів, сенсорів навколишнього середовища і біосенсорів а також в якості центральних компонентів протипухлинних сполук (Pierson L. S., 2010).
Феназини грають кілька ролей, таких як внесення свого вкладу в поведінку і екологічну придатність при виробництві даних гетероциклічних сполук бактеріями. Наприклад, феназини змінюють клітинний редокс, виступають в якості електронних човників зміни шаблона потоку електронів, сприяють утворенню біоплівки і архітектури, виступають в якості сигналів клітин, які регулюються паттернами експресії генів і сприяють продуктивному виживанню. В еукаріотичних тканинах господаря, феназини викликають численні модифікації хост-клітинних відповідей. У рослинах, феназини також впливають на ріст і викликають індуковану системну стійкість. Особливим інтересом у визначенні їх функціонального впливу є спостереження які показують, що бактеріальні види можуть часто синтезувати різні феназинові похідні, які виробляються в різних пропорціях. Залежно від сумарної кількості похідних речовин і частки кожного феназинового похідного виникає питання про те, чи є зміна концентрації даних речовин наслідком процесу зростання мікроорганізму або відповіді на фактори навколишнього середовища (Ohfuji K.et al., 2004).
Метою роботи було визначення ефективності біосинтезу піоціаніну штаммами бактерій Pseudomonas aeruginosa на різних умов культивування.
Для досягнення вказаної мети вирішували такі задачі: 
1. Розробити технологічну схему одержання піоціаніну в лабораторних умовах.
2. Дослідити здатність штамів P. aeruginosa продукувати піоціаніну на щільних поживних середовищах.
3. Дослідити здатність штамів P. aeruginosa продукувати піоціаніну у рідких поживних середовищах. 
4. Порівняти здатність до продукції піоціаніну штамів P. aeruginosa з різним рівнем вмісту цикло-ди-ГМФ: P. aeruginosa PA01, P. aeruginosa PA01 ΔwspF1,  P. aeruginosa PA01 pJN2133 і P. aeruginosa ΔwspF1Δpel 
 Об'єкт дослідження – біосинтез піоціаніну бактеріями Pseudomonas aeruginosa. 
	Предмет дослідження – ефективність біосинтезу піоціаніну штамами Pseudomonas aeruginosa на різних поживних середовищах.

УЗАГАЛЬНЕННЯ
Піоціанін – це один з численних токсинів, що утворюються та виділяються грамотрицательною бактерією Pseudomonas aeruginosa. Піоціанін є блакитним вторинним метаболітом, здатним окиснювати або відновлювати інші молекули (Laursen J. B., 2004), і завдяки цьому тому може вбивати численні мікроорганізми, а також клітини легенів ссавців, які P. aeruginosa інфікує у хворих на муковісцидоз. Оскільки піоціанін є цвіттеріоном при рН крові, він легко перетинає клітинну мембрану. Через редокс-активні властивості піоціанін породжує активні види кисню (Rabaey K. et al., 2005).
Більшість представників бактерій роду Pseudomons є продуцентами  багатьох важливих біологічно-активних речовин, які можуть використовуватись людиною в багатьох напрямах розвитку науки та виробництва, таких як медицина, біотехнологія рослин, екологія, біотехнологія виробництва, мікробіологія та інші. На даний момент представники  роду Pseudomonas  мають велику перспективу в використанні  їх в біотехнологічному виробництві  таких біологічно-активних речовин як, феназини, рамноліпіди, гомосеринлактони, хіноліни, піовердини, полісахариди, різні ферменти та інші речовини (Pham T. H. et al., 2008).    Основними біологічно-активними речовинами  є феназини та похідні піоціаніну, які на даний момент використовуються як антигрибкові та антибактеріальні препарати захисту рослин (Tambong J. T., 2001). 
Феназини мають широке використання в наукових дослідженнях. Дані гетероциклічні сполуки застосовуються в якості акцепторів або донорів електронів, компонентів паливних елементів, сенсорів навколишнього середовища і біосенсорів а також в якості центральних компонентів протипухлинних сполук (Pierson L. S., 2010).  
Піоціанін є перспективним біотехнологічним метаболітом P. аeruginosa. Однак, його практичне застосування обмежено високою вартістю – 5 мг коштують 114 євро (Sigma). Тому актуальним є пошук шляхів підвищення біосинтезу піоціаніну, що дозволить отримувати значні його кількості і знизити вартість.
У даній роботі було проведено вивчення інтенсивності біосинтезу піоціаніну штамами P. аeruginosa з різним вмістом вторинного месенджера бактерій – циклічного дигуанозинмонофосфата. 
Одержані результати показали, що найбільш ефективним продуцентом піоціаніну є штам з низьким рівнем цикло-ди-ГМФ, P. aeruginosa PA01pJN2133, який за кількістю синтезованого пігменту перевершує інші досліджені штами у 2,5-7,2 рази. Накопичення у щільному середовищі пігменту у разі P. aeruginosa PA01pJN2133 відбувалося безперервно, тоді як у разі інших штамів воно сповільнювалось (P. аeruginosa PA01ΔwspF1Δpel і P. аeruginosa PA01ΔwspF1) або практично зупинялося (P. аeruginosa PA01) після третьо доби культивування. За культивування досліджуваних штамів у рідких поживних середовищах продукція піоціаніну була зареєстрована лише через 7 діб у середовищі МПБ.
Оскільки більш придатним для біотехнологічного виробництва є культивування у рідких поживних середовищах, подальші дослідження необхідно  спрямувати на пошук шляхів інтенсифікації біосинтезу піоціаніну за таких умов.








ВИСНОВКИ
1. Розроблено технологічну схему одержання піоціаніну в лабораторних умовах.
1. Встановлено, що найбільш ефективним продуцентом піоціаніну є штам з низьким рівнем цикло-ди-ГМФ, P. aeruginosa PA01pJN2133, який за кількістю синтезованого пігменту перевершує інші досліджені штами у 2,5-7,2 рази.
1. Накопичення у щільному середовищі пігменту у разі P. aeruginosa PA01pJN2133 відбувалося безперервно, тоді як у разі інших штамів воно сповільнювалось (P. аeruginosa PA01ΔwspF1Δpel і P. аeruginosa PA01ΔwspF1) або практично зупинялося (P. аeruginosa PA01) після третьо доби культивування.
1. За культивування досліджуваних штамів у рідких поживних середовищах продукція піоціаніну була зареєстрована лише через 7 діб у середовищі МПБ.
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