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RT – (от англ. Retention Time) Время задержки


СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ НАЗВАНИЙ МИКРООРГАНИЗМОВ

Acidovorax avenae A. avenae
Alternaria solani A. solani
Alternaria alternate A. alternata
Bacillus subtilis B. subtilis
Candida albicans C. albicans
Corynebacterium diphtheria C. diphtheriae
Erwinia carotovora E. carotovora
Escherichia coli E. coli
Fusarium avenaceum F. avenaceum
Fusarium oxysporum F. oxysporum
Monilia fructigena M. fructigena
Moraxella lacunata M. lacunata
Mycobacterium abscessus M. abscessus
Pantoea agglomerans P. agglomerans
Pelagio variabilis P. variabilis
Proteus vulgaris P. vulgaris
Pseudomonas acidovorans P. acidovorans
Pseudomonas aeruginosa P. aeruginosa
Pseudomonas aurantiaca P. aurantiaca
Pseudomonas cepacia P. cepacia
Pseudomonas chlororaphis P. chlororaphis
Pseudomonas fluorescens P. fluorescens
Pseudomonas phenazinium P. phenazinium
Pseudomonas putida P. putida
Pseudomonas syringae P. syringae
Pyhium myriotylum P. myriotylum
Rhizoctonia solani R. solani
Septoria tritici S. tritici
Shigella flexneri S. flexneri
Staphyllococcus aureus S. aureus
Xanthomonas campestris X. campestris

ВВЕДЕНИЕ

Урожайность сельскохозяйственных культур зависит от большого количества природных факторов. Известно, в частности, что в результате действия фитопатогенных микроорганизмов, сельское хозяйство теряет до 1/3 урожая [1]. В целях снижения этих потерь, наука вынуждена разрабатывать целые комплексы химических препаратов. Однако, на ряду с положительным эффектом, их действие часто оказывает негативное влияние, как на саму защищаемую культуру, так и на весь животный и растительный мир в целом.
Со временем фитопатогены приобретают устойчивость к действию пестицидов, вследствие чего возникает необходимость увеличивать дозу применяемых препаратов, что негативно сказывается на качестве продукции и состоянии окружающей среды.
В связи с этим, в настоящее время активно ведутся работы по созданию биологических средств защиты растений от патогенов. Особый интерес в этом отношении представляют препараты на основе живых культур микроорганизмов, обеспечивающие длительную защиту сельскохозяйственных культур. Наиболее перспективными в этом отношении считаются бактерии рода Pseudomonas, синтезирующие более 300 различных антимикробных соединений, в том числе – антибиотики ароматической природы, подавляющие развитие фитопатогенов [9]. Среди наиболее активных антибиотиков бактерий Pseudomonas стоит отметить соединения феназинового ряда. Известно, что в основе механизма их действия лежит способность генерировать активные формы кислорода, обладающие чрезвычайно высокой реакционной способностью, что вызывает гибель чувствительных к ним микроорганизмов [10].
Целью курсовой работы являлась физико-химическая характеристика компонентов феназинового комплекса бактерий Pseudomonas aurantiaca. В связи с поставленной целью в задачи исследования входило:
1. Разработка методов выделения феназинового комплекса бактерий P. aurantiaca
2. Анализ качественного состава феназинового комплекса данных бактерий
3. Изучение влияния температуры хранения феназинового комплекса на его стабильность.


1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1 РАЗНОВИДНОСТИ АНТИБИОТИКОВ СИНТЕЗИРУЕМЫХ БАКТЕРИЯМИ РОДА PSEUDOMONAS

Способность к синтезу антибиотиков позволяет бактериям рода Pseudomonas, позволяет им подавлять развитие патогенной микрофлоры и успешно расселяться в ризосфере. К антибиотическим соединениям наряду с феназинами (PCA) относят: цианид (HCN), пиоцианин (Pyo), пиолютеорин (Plt), оомицины, биосурфактанты. Перечень антибиотиков синтезируемых представителями рода Pseudomonas весьма широк. Это вызвано, в первую очередь тем, что отдельный вид бактерий способен синтезировать сразу несколько антибиотических соединений [4].
Среди этих веществ наиболее многочисленной группой, является группа антибиотиков антифунгального действия – это пирролнитрины, оомицин, экомицин, феназины, рамнолипиды. Пирролнитрин, например, широко применяется в медицине, в качестве противогрибкового средства [8]. Кроме того антибиотики бактерий рода Pseudomonas, обеспечивают благоприятные условия для выживания производящих их клеток и способствуют активному заселению прикорневого пространства.
На сегодняшний день внимание исследователей, в первую очередь, направлено на изучение антибиотиков феназинового ряда, которые характеризуются не только уникальным механизмом антимикробного действия и высокой активностью, но и наличием иных биологических функций. По сравнению с типичными антифунгальными препаратами, феназины имеют более широкий спектр действия. Они препятствуют развитию не только фитопатогенных грибов, таких как M. fructigena, R. solani, A. solani, S. tritici, F. oxysporum, P. myriotylum, C. albicans и других, но и целого ряда фитопатогенных бактерий – A. avenae, E. carotovora, P. syringae, X. campestris. Кроме того соединения феназинового ряда улучшают способность растений усваивать минеральные вещества из почвы [1].

1.2 КЛАССИФИКАЦИЯ И ХАРАКТЕРИСТИКА ФЕНАЗИНОВ

Антибиотики феназинового ряда – большая группа гетероциклических азотсодержащих соединений, включающие порядка 50 различных производных феназин-1-карбоксилата [9]. Синтез феназинов был обнаружен у представителей родов Pseudomonas, Bacillus, Sorangium и др. [19]
Как правило, один вид бактерий продуцирует несколько видов разнообразных феназинов. Например, бактерии P. chlororaphis продуцируют 2 типа феназинов [5], P. aeruginosa – 6 типов [20], бактерии P. fluorescens – только один тип феназинов [4].
Некоторые феназины являются натуральными пигментами, например пиоцианин, хлорорафин и иодинин, которые имеют синюю, зеленую и фиолетовую окраску соответственно [19].
Согласно общепринятой классификации все феназиновые антибиотики подразделяются на четыре группы: простые, сложные, производные сафеновой кислоты и терпен-содержащие феназины. Основа молекулы всех феназинов состоит из трёх ароматических колец. Благодаря этому феназины могут выступать как в качестве доноров, так и в качестве акцепторов электронов. Различия между разными типами феназинов, по большому счету, заключается только в незначительных модификациях ключевого соединения биосинтеза всех феназиновых антибиотиков – феназин-1-карбоксилата [11].
В качестве заместителей в состав молекулы феназина могут входить различные функциональные группы (рисунок 1).
Феназины легко вступают в окислительно-восстановительные реакции и, таким образом, могут выполнять роль переносчиков и конечных акцепторов электронов. Благодаря их способности переводить нерастворимые минеральные соли в биологически доступную форму, они обеспечивают бактериям продуцентам полноценное минеральное питание [4].
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R1: COOH – феназин-1-карбоксилат; OH – гемипиоцианин; CONH2 – оксихлрорафин. R1 = О-, R2 = СH3 – пиоцианин. R1 = COOH, R3 = OH – 2-оксифеназин-1-карбоксилат; R1 = COOH, R2 = CH3 – 5-метилфеназин-1-карбоксилат [3].
Рисунок 1 – Строение феназиновых антибиотиков

1.3 ПРАКТИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ ФЕНАЗИНОВЫХ АНТИБИОТИКОВ И ИХ ПРОДУЦЕНТОВ

Благодаря своим свойствам, феназиновые антибиотики и продуцирующие их бактерии широко применяются в сельском хозяйстве. Известно, что бактерии P. putida способны подавлять развитие возбудителя сосудистого и слизистого бактериозов [4].
Обработка посевного материала, а также корней и проростков некоторыми штаммами бактерий рода Pseudomonas может существенно снижать пораженность растений фитопатогенами и увеличивать урожайность сельскохозяйственных культур. Использование таких штаммов в сельскохозяйственной практике, по мнению многих исследователей, уже в ближайшее время найдет широкое применение в современной агробиотехнологии. В некоторых случаях возможно использование смешанных препаратов совместимых бактерий, в том числе и бактерий различных таксономических групп с обязательным включением бактерий рода Pseudomonas. Использование таких препаратов может преследовать различные цели: защиту растений и урожая от фитопатогенов, получение компостов, стимуляцию прорастания семян и роста растений, улучшение фосфорного питания растений [1].
Широкое применение феназины нашли и в медицине. В связи со способностью ломофунгина понижать артериальное давление, ведутся разработки гипотензивных препаратов на основе данного феназина. Благодаря антиопухолевой активности некоторых феназинов, в настоящее время они рассматриваются как одни из наиболее перспективных соединений для разработки антираковых препаратов [14].
Феназины, также используют для создания так называемых источников химического света, способных излучать свет в различных областях спектра и при этом не требующих большого количества энергии. В таких устройствах применяются феназины связанные с другими соединениями, например, фе-нантролин-связанный феназин [4].
Продуцент феназинов – P. aeruginosa применяется в экспериментах по разработке, так называемых биотопливных элементов (БТЭ) – совершенно нового экологически чистого источника электрической энергии [7]. Значимость этих исследований особенно заметна в условиях резко уменьшающихся запасов углеводородных источников энергии.

1.4 ПУТИ БИОСИНТЕЗА ФЕНАЗИНОВЫХ АНТИБИОТИКОВ

Для выявления механизмов биосинтеза феназиновых антибиотиков применялся метод меченых предшественников. Было установлено, что ключевым соединением, необходимым для синтеза всех феназиновых антибиотиков является феназин-1-карбоксильная кислота. Схема биосинтеза представлена на рисунке 2. В процессе синтеза задействовано семь генов, организованных в феназиновый оперон. Уровень продукции феназинов в большой степени зависим от состава культуральной среды и условий культивирования.
Первый этап ароматического пути биосинтеза феназиновых антибиотиков – реакцию конденсации фосфоенолпирувата и эритрозо-4-фосфата, катализирует фермент ДАГФ-синтаза (3-дезокси-D-арабиногептулозо-7-фосфат-синтаза). В ходе этой реакции образуется 3-дезокси-D-арабиногептулозонат-7-фосфат [4].
Фермент ДАГФ-синтаза представлен большим количеством различных форм – изоферментов. Различные изоферменты проявляют разные степени активности. Формы, составляющие большую часть активности ДАГФ-синтазы, называют доминантными. Те изоферменты, вклад которых в общую активность не так велик, называются минорными изоферментами [10].
Основным соединением-предшественником в процессе биосинтеза феназин-1-карбоксилата и его производных, является шикимовая кислота, преобразующаяся в хоризмовую кислоту. Хоризмат под влиянием продукта гена PhzE, превращается в 2-амино-2-дезоксихоризмат, являющийся предшественником 2,3-дигидро-3-оксиантранилата, который в свою очередь трансформируется в феназин-1,6-дидикарбоксилат, дающий начало феназину и всем его производным [24].
Некоторые производные феназин-1-карбоксилата могут быть синтезированы химическим путем [11].

1.4.1 ХИМИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ ПРОИЗВОДНЫХ ФЕНАЗИН-1-КАРБОКСИЛАТА
Некоторые производные феназина можно получить химическим синтезом в лабораторных условиях. Метод химического синтеза феназин-5,10-диоксида был предложен Abd El-Halim и сотрудниками его лаборатории в 1995 году. Для проведения реакции они применяли смесь ледяной уксусной кислоты (8.5 мл.) и перекиси водорода (30%, 3,8 мл.), которую в течение шести часов нагревали до 40 градусов. Затем в реакционную смесь добавляли 0,1 г. феназина и продолжали нагревать до 50 градусов цельсия, на протяжении 22 часов. Полученный осадок фильтровали, а затем экстрагировали в дихлорметане. Полученный экстракт элюировали в колонке с силикагелем смесью растворителей. Исследователями было установлено, что оптимальной системой растворителей является смесь дихлорметана и этилацетата в соотношении 8:2 [11].
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Рисунок 2. Схема синтеза феназиновых антибиотиков [2]
ФЕП – фосфоенолпируват, Э-4-Ф – эритрозо – 4 – фосфат. В скобках приведены названия генов Phz-оперона, продукты которых контролируют соответствующий этап синтеза антибиотиков.

1.5 РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ ФЕНАЗИНОВОГО ОПЕРОНА

Важнейшим из факторов, контролирующих продукцию феназинов, является плотность клеточной популяции, регулируемая QS-системой. Помимо этого важное влияние на уровень продукции феназинов оказывают компоненты питательной среды, например, кислород, ионы железа и углеводы, однако на данный момент неизвестно, обусловлены ли эти влияния функционированием QS-системы, либо являются независимыми от нее. Вместе с тем, установлена ключевая роль двухкомпонентной GacA/GacS системы, находящейся на вершине регуляторного каскада синтеза феназинов.
Белок GacS представляет собой сенсорную киназу, расположенную в клеточной мембране, тогда как GacA является регулятором транскрипции. Под воздействием сигнальных молекул происходит фосфорилирование регулятора ответа GacA, который в свою очередь регулирует синтез феназиновых антибиотиков.
В качестве промежуточных положительных регуляторов, ответственных за увеличение продукции феназин-1-карбоксамида, в данном каскаде выступают продукты генов pip, psrA и сигма фактор rpoS [4].
Учеными была установлена неоднозначность функции psrA. Индукция экспрессии этого гена, который в свою очередь выполняет функцию активатора rpoS фактора, оказывающего влияние на экспрессию phzR и phzI генов, оказывает негативное влияние на образование феназиновых антибиотиков. Схема процесса GacS/GacA регуляции приведена на рисунке 3.
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Рисунок 3 – Роль GacS/GacA-системы в регуляции синтеза феназинов [4]

1.5.1 РОЛЬ QS-СИСТЕМЫ В РЕГУЛЯЦИИ СИНТЕЗА ФЕНАЗИНОВ
Последнее время внимание исследователей, работающих в области генетики и микробиологии, направлено на изучение явления, получившего название Quorum Sensing (QS). QS – особый тип регуляции экспрессии генов. Он основан на действии низкомолекулярных сигнальных молекул различной природы, аутоиндукторов, которые накапливаются в культуре при высоких плотностях популяции бактерий [1].
С помощью аутоиндукторов осуществляется коммуникация бактерий – передача информации между клетками бактерий, принадлежащих к одному и тому же или к разным видам, родам или даже семействам. Благодаря QS регуляции бактерии получают возможность координированно контролировать экспрессию генов во всем сообществе. Передача информации от клетки к клетке с использованием QS систем, которая приводит к индукции специализированных наборов генов, способствует быстрой адаптации популяций бактерий к меняющимся условиям и их выживанию в природной среде [20]. В настоящее время QS регуляция обнаружена более чем у 50 видов бактерий. Кроме того регуляторные системы типа QS участвуют во взаимодействии бактерий с высшими организмами – животными и растениями [5].
Большой интерес вызывает изучение QS регуляции у бактерий, используемых для биологической борьбы с заболеваниями растений, вызываемыми фитопатогенными грибами и бактериями. Экологически безопасные методы защиты растений с помощью бактерий – антагонистов фитопатогенов рассматриваются как важная альтернатива традиционным методам, связанным с применением химических пестицидов. Использование и модификация QS систем могут повысить эффективность бактерий, перспективных для биологической борьбы с заболеваниями растений [15].

1.6 ПОДХОДЫ К ПОВЫШЕНИЮ ПРОДУКЦИИ ФЕНАЗИНОВ

Способы повышения уровня продукции феназиновых соединений можно разделить на две группы: физиологические и генетические [8].
К первой категории относятся методы основанные на увеличении продуктивности штаммов, синтезирующих феназиновые антибиотики, за счет экспрериментального подбора условий культивирования и состава питательных сред [4]. Так, например, было установлено, что добавление в среду ионов магния, глицерина тирозина и фенилаланина повышает продукцию пиоцианина [9].
Вторая категория методов основана на манипуляциях с геномом продуцента. К сожалению на сегодняшний день число публикаций на эту тему невелико и, по видимому, успешных примеров работ пока не имеется. Наиболее удачным исследованием можно назвать работы китайского ученого Y. Li. В его лаборатории, путем направленного мутагенеза gacA-гена и подбора условий культивирования, был разработан метод, обеспечивающий выход антибиотиков бактерий рода Pseudomonas достигающий 2 г/л в условиях непрерывного культивирования [4].
Таким образом можно сделать вывод, что наиболее рациональным подходом к повышению продукции антибиотиков является совместное применение методик обеих категорий.

1.7 МЕТОДИКА ВЫДЕЛЕНИЯ ФЕНАЗИНОВЫХ АНТИБИОТИКОВ

Продуценты феназинов выделяют свои антибиотики в окружающую среду, то есть в культуральную жидкость, однако для экспериментов зачастую необходим чистый феназин. Первым этапом выделения феназинов из культуральной жидкости является центрифугирование культуры с целью отделить супернатант, содержащий феназины в растворенном виде. pH раствора необходимо довести до значения 1 - 2 добавлением кислоты. Затем добавляют хлороформ в соотношении 1:1 и тщательно перемешивают на блендере. Снова центрифугируют и отбирают нижнюю фракцию. К этой фракции добавляют NaOH (2 моль/л), в соотношении 1:1 [4].
Наличие и концентрация феназинов в растворе определяется спектрофотометрическим методом, при длине волны 369 нм [17].
Помимо экстракции феназинов с помощью неорганических растворителей, для их выделения используют также HPLC-хроматографию, а также выделение отдельных видов феназинов на сорбционных колонках [20].

1.8 АНТИМИКРОБНАЯ АКТИВНОСТЬ ФЕНАЗИНОВ

Феназины обладают цидным эффектом в отношении целого ряда патогенных бактерий и грибов. Такое разнообразие организмов, развитие которых подавляется феназинами, объясняется механизмом их действия. Установлено, что молекулы феназинов способны выходить за пределы клетки-продуцента, а затем проникать внутрь клетки мишени, где они индуцируют образование активных форм кислорода, имеющих чрезвычайно высокую реакционную способность. Установлено, что во внеклеточном пространстве феназины в основном стимулируют образование пероксида водорода [3, 16].
Немаловажным является то, что феназины способны влиять на ферменты, ответственные за изменения структуры ДНК, происходящие в делящихся клетках, а именно – топоизомераз I и II классов. Выяснено, что феназиновые антибиотики могут выступать в качестве мощных ингибиторов этих ферментов. По этой причине феназины рассматриваются, как высокоактивные антираковые препараты [14].

1.8.1 АНТИМИКРОБНОЕ ДЕЙСТВИЕ ПИОЦИАНИНА
В 1989 году исследователями была установлена прямая связь между активностью фермента супероксиддисмутазы и степенью устойчивости к действию феназинов на примере пиоцианина [5].
Пиоцианин – это сине-зеленый водорастворимый пигмент, являющийся вторичным метаболитом P. aeruginosa. Этот антибиотик проявляет высокую активность в отношении бактерий B. subtilis, M. lacunata, S. flexneri. Помимо бактерицидного эффекта, он способствует успешному росту растений, облегчая их минеральное питание [9]. Химически пиоцианин представляет собой 5-метил-L-гидроксифеназин [19]. В таблице 2 приведены минимальные бактерицидные концентрации пиоцианина для разных микроорганизмов. Из таблицы видно, что бактерии D. pneumonia, P. vulgaris, S. Schottmuelleri, проявляют высокую степень резистентности к воздействию пиоцианина.

Таблица 2 – Минимальная бактерицидная концентрация пиоцианина для разных видов микроорганизмов [9]
	Организм
	Минимальная бактерицидная концентрация

	Actinobacillus mallei
	50

	Bacillus anthracis
	33

	Bacillus subtilis
	6,25

	Bordetella pertussis
	33

	Brucella abortus
	1,25

	Corynebacterium diphtheria
	25

	Diplococcus pneumonia
	200

	Escherichia coli
	100

	Klebsiella rhinoscloromatis
	50

	Micobacterium tuberculosis
	100

	Moraxella lacunata
	12,5

	Neisseria gonorrhoeae
	16,5

	Proteus vulgaris
	200

	Salmonella schottmuelleri
	200

	Salmonella typhosa
	330

	Shigella flexneri
	12,5

	Shigella schmitzii
	100

	Staphylococcus aureus
	25

	Streptococcus pyogenes
	25

	Vibrio comma
	4,1



1.8.2 АНТИМИКРОБНОЕ ДЕЙСТВИЕ ИОДИНИНА
Химическое название иодинина – 1,6-дигидроксифеназин-5,10-диоксид [19]. Это соединение синтезируется клетками бактерий P. iodinum [11]. Иодинин проявляет высокую степень антибактериальной активности в отношении C. diphtheriae, P. vulgaris, S. aureus. Очень слабое воздействие оказывает на клетки E. coli [13].

1.8.3 АНТИМИКРОБНАЯ АКТИВНОСТЬ ХЛОРОРАФИНА
Хлорорафин представляет собой комплекс фенази-1-карбоксамида с его 5,10-дигидро производным[19]. Он является продуктом биосинтеза бактерий P. chlororaphis. Хлорорафин обладает высокой бактерицидной активностью, а в концентрации 30 – 50 мкг/мл подавляет развитие таких грибов, как F. oxysporum, F. avenaceum, A. alternata.


2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

2.1 ОБЪЕКТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовались штаммы Pseudomonas aurantiaca из коллекции кафедры генетики ВКМВ – 162, а также ранее полученный на его основе мутантный штамм B162/17 и генно-инженерный штамм B162/17.31.

2.2 СРЕДЫ И ДОБАВКИ

Питательный бульон
Для приготовления полноценной питательной среды использовали сухой препарат питательного бульона в концентрации 5 граммов на 300 миллилитров дистиллированной воды. Раствор автоклавировали 2 часа.
Среда М9
Для приготовления использовали: Na2HPO4 – 4,66 г, KH2PO4 – 2,4 г, NaCl – 0,4 г, NH4CL – 0,8 г. Компоненты взяты в расчете на 200 миллилитров среды.
Среда PCA
Для приготовления использовали: пептон – 4 г, глюкозу – 2 г, NaCl – 1 г, KNO3 – 0,2 г. Компоненты взяты в расчете на 200 миллилитров среды.
Раствор 20% глюкозы
Для приготовленя раствора 10 г. сухой глюкозы доводили дистиллированной водой до объёма 50 миллилитров. Раствор автоклавировали 2 часа.

2.3 РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ

Раствор NaOH
Для приготовления раствора 10 граммов NaOH растворяли в 100 миллилитрах дистиллированной воды.

2.4 ПОЛУЧЕНИЕ КУЛЬТУРАЛЬНОЙ ЖИДКОСТИ ШТАММОВ P. AURANTIACA

Ночную культуру P. aurantiaca B162/17 сеяли в среду M9 с добавление глюкозы до концентрации 1%. Культуры P. aurantiaca B162 и B162/17.31 сеяли в среду PCA. Бактерии выращивали без аэрации в конических колбах при температуре 28°С. Время культивирования – 4 суток для среды M9 и 5 суток для среды PCA.

2.5 ВЫДЕЛЕНИЕ ФЕНАЗИНА ИЗ КУЛЬТУРАЛЬНОЙ ЖИДКОСТИ И ЕГО ОЧИСТКА

Для выделения феназина pH культуральной жидкости доводится до уровня 1 – 2 путем добавления HCl. Затем в колбу вносится хлороформ в объёме равном объёму культуры. Смесь тщательно перемешивают и отстаивают. Удаляют верхний слой. К оставшейся жидкости добавляют 10% раствор NaOH и встряхивают до появления розовой окраски. Верхнюю фазу отбирают и переносят в пробирки. Подкисляют до уровня pH 1 – 2. На этом этапе половина жидкости отбиралась для подбора условий хранения феназинов растворенных в кислоте. К оставшемуся феназину добавляют равный объём хлороформа. После взбалтывания смесь разделяется на две фазы. Нижняя фаза содержит феназин растворенный в хлороформе. Каждый из образцов разделяли на три части и хранили в эппендорфах. Одну часть на столе при комнатной температуре, вторую в холодильнике при температуре 4°C. Третий в морозильной камере при температуре -20°C.
Концентрацию феназина определяли спектрофотометрически, при длине волны λ = 369 нм по калибровочной кривой (рисунок 4).
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Рисунок 4 – Калибровочная кривая, отражающая зависимость оптической плотности раствора (ОП369) от концентрации феназина.


3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

3.1 ПОДБОР ОПТИМАЛЬНЫХ УСЛОВИЙ ХРАНЕНИЯ ФЕНАЗИНОВЫХ АНТИБИОТИКОВ

Одной из задач данного исследования было изучение влияния температуры хранения феназина на его стабильность. В связи с этим проводилась серия измерений активности феназина при его хранении в виде хлороформного и кислотного растворов. Такие способы хранения препаратов были выбраны по причине их доступности в лабораторных условиях. С периодичностью один раз в сутки отбирались пробы препарата феназина, которые подвергались спектрофотометрическому анализу. Хлороформный и кислотный растворы феназина разводились в 10 раз хлороформом и 1М HCl соответственно. Целью данного этапа работы было выяснение темпов снижения активности феназина в образцах в процессе его хранения. Результаты измерений приведены в таблицах 3 и 4.
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Рисунок 5 – Динамика снижения концентрации феназина продуцируемого штаммом P. Aurantiaca B162-17.31, хранящегося в хлороформном растворе
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Рисунок 6 - Динамика снижения концентрации феназина продуцируемого штаммом P. aurantiaca B162/17, хранящегося в хлороформном растворе
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Рисунок 7 - Динамика снижения концентрации феназина продуцируемого штаммом P. aurantiaca B162, хранящегося в хлороформном растворе
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Рисунок 8 - Динамика снижения концентрации феназина продуцируемого штаммом P. Aurantiaca B162-17.31, хранящегося в кислотном растворе
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Рисунок 9 - Динамика снижения концентрации феназина продуцируемого штаммом P. aurantiaca B162/17, хранящегося в кислотном растворе
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Рисунок 9 - Динамика снижения концентрации феназина продуцируемого штаммом P. aurantiaca B162, хранящегося в кислотном растворе

Согласно данным полученным в ходе исследования, менее выраженное снижение концентрации феназина было отмечено при его хранении в виде раствора в соляной кислоте и заморозке при температуре -20°С. Несмотря на это, даже при соблюдении выше названных условий наблюдалось снижение активности препарата.

3.2 АНАЛИЗ КАЧЕСТВЕННОГО СОСТАВА ФЕНАЗИНОВОГО КОМПЛЕКСА P. AURANTIACA

Для определения качественного состава феназиновых комплексов антибиотики экстрагировали из культуральной жидкости хлороформом, затем высушивали на роторном вакуумном испарителе. Полученные комплексы были переданы для анализа сотрудникам кафедры биохимии БГУ.
Качественный состав определяли при помощи жидкостного хроматографа с масс-спектроскопическим детектором LCMS-QP8000α, элюцию осуществляли на обратнофазной колонке Restec Allure C18 (100x2,1 мм, 5μм). Спектры поглощения регистрировали в потоке с помощью детектора на основе фотодиодной матрицы SPD-M10Avp. HPLC профили исследуемых штаммов приведены на рисунках 10 – 12.
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Рисунок 10 - HPLC-профиль штамма P. aurantiaca B162

[image: ]RT, мин
миллиоптические ед.

Рисунок 11 - HPLC-профиль штамма P. aurantiaca B162/255
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Рисунок 12 - HPLC-профиль штамма P. aurantiaca B162.17.31

Обнаружено, что выраженность пиков № 2 и 3 заметно выше у штаммов B162/255 и B162.17.31, чем у штамма дикого типа. Однако с учётом разницы в масштабах графиков генно-инженерного, мутантного и дикого штаммов, можно сделать вывод, что пики №1 и №4 проявляются примерно на равном уровне у всех представленных штаммов.
В ходе исследования феназиновых комплексов было выявлено наличие семи различных компонентов этих комплексов. По причине отсутствия эталонов в литературных источниках, на данный момент, установить структуру удалось лишь для двух соединений, однако работа в направлении определения структуры остальных соединений ведется совместно с сотрудниками института биоорганической химии.
Масс-спектры обнаруженных соединений приведены в рисунках 13 – 19.

[image: ]
Рисунок 13 – Масс-спектр гидроксифеназина. RT=11,3 мин.
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Рисунок 14 – Масс-спектр феназин-1-карбоксилата. RT=13,3 min.
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Рисунок 15 – Масс-спектр неизвестного соединения. RT=15,2 мин.
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Рисунок 16 – Масс-спектр неизвестного соединения. RT=16,1 мин.
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Рисунок 17 – Масс-спектр неизвестного соединения. RT=16,7 мин.
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Рисунок 18 – Масс-спектр неизвестного соединения. RT=4,7 мин.
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Рисунок 19 – Масс-спектр неизвестного соединения. RT=8,4 мин.


ВЫВОДЫ

1. В ходе исследования был освоен метод выделения феназинов из культуральной жидкости бактерий-продуцентов.
2. Установлено, что в кислотном растворе стабильность феназинового комплекса выше, чем в хлороформном растворе.
3. Показано, что оптимальной для хранения феназиновых антибиотиков температурой является - 20°С.
4. Методом масс-спектрометрии идентифицированы два соединения входящие в состав феназинового комплекса P. aurantiaca: гидроксифеназин и феназин-1-карбоксилат.
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