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В современной медицине антибиотики занимают особое место. Их специфичность 

заключается в высокой физиологической активности даже в очень низких 

концентрациях по отношению к определенным группам микроорганизмов (вирусам, 

бактериям, грибам, водорослям, простейшим) или к злокачественным опухолям [1]. К 

сожалению, многие распространенные антибиотикисо временем теряют свою 

активность вследствие формирования у бактерий резистентности к ним. 

Перспективной антибиотической субстанцией является соединение феназинового ряда 

– пиоцианин (PYO), темно-синий пигмент, продуцируемый бактерией 

Pseudomonasaeruginosa в процессе естественной жизнедеятельности. 

Для любого промышленного производства важными являются критерии 

эффективности технологии. Увеличение/уменьшение продукции  пиоцианина зависит 

не только от происхождения бактериального штамма, но и от условий культивирования 

продуцента (рН, аэрация, температура, состав питательной среды).  

Условия, искусственно создаваемые для развития микроорганизма, можно легко 

варьировать и контролировать, что позволяет определять роль и влияние отдельных 

факторов среды на рост и развитие продуцента. На способность проявлять 

антибиотические свойства микроорганизмов влияет сложный комплекс условий 

культивирования [1]. 
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Поэтому целью данной работы стало определение условий стимулирования 

продукции пиоцианина бактерией Pseudomonasaeruginosa. 

P. aeruginosa, известная так же как синегнойная палочка, относится к условно-

патогенным микроорганизмам. Температурные границы роста от 5-7 до 41
о
С (оптимум 

25-37
о
С). Сохраняет жизнеспособность в растворах со значениями рН от 4,5 до 9,0, 

оптимальный диапазон рН – 7,2-7,5 [2]. P. aeruginosa продуцирует характерные 

феназиновые пигменты, в том числе пиоцианин (окрашивает питательную среду в 

сине-зеленый цвет), пиовердин (желто-зеленый и флуоресцентный), и пиорубин 

(бурый). Также известны и беспигментные штаммы этого вида [3]. 

Пиоцианин представляет собой активное окислительно-восстановительное 

соединение и изменяет цвет в зависимости от рН среды и степени окисления [4]. 

В работе использовали непатогенный пигментообразующий штамм 

Pseudomonasaeruginosa. Данный штамм продуцирует пиоцианин в достаточном 

количестве, чтобы изучить влияние различных факторов на его продукцию, а также для 

его выделения в кристаллическом виде. Штамм претерпел ряд пересевов, однако, 

способности продуцировать пиоцианин при этом не утратил. 

Синтез пиоцианина в основном зависит от содержания источников углерода и азота 

в питательной среде[5]. Однако наличие некоторых ионов может существенно снизить 

или повысить выход пигмента. В литературных источниках нет единого мнения о 

влиянии тех или иных элементов на накопление биомассы бактерии P. aeruginosaи на 

биосинтез пиоцианина. 

Кривая роста микроорганизма дает полное представление об изменении роста 

культуры во времени, а по её типу в известной мере можно судить о процессах, 

лежащих в основе регуляции, изменения популяции. 

В настоящее время известно, что характерное приращение оптической плотности в 

инокулированной питательной среде свидетельствует о размножении в ней 

микроорганизмов. Высокий уровень корреляции оптической плотности с количеством 

микробных тел позволяет опосредованно «кривую роста оптической плотности» 

называть «кривой микробного роста», представленной в виде графиков приращения 

оптической плотности на каждом шаге измерения [6]. 

Одной из главных задач нашего исследования стал подбор питательной среды, 

стимулирующей производство пиоцианина. Для этого был составлен ряд сред. В 

качестве главных источников углерода были выбраны различные аминокислоты, 

глюкозу и глицерин с присутствием в питательной среде ионов Mg, К, Сa, Fe, PО4, SO4. 

Качественный состав сред и концентрация пиоцианина, выделившегося через трое 

суток культивирования, представлены в таблице 1. Культивирование проводили при 

32
о
С, в течение 7 суток при постоянном перемешивании, без дополнительной аэрации. 

Перемешивание производилось на термостатируемом шейкере ST-3. 

Концентрацию пиоцианина определяли методом фотометрии на 

спектрофотометре СФ-102. Оптическую плотность супернатанта определяли при 

длине волны 690 нм. Далее рассчитывали концентрацию пигмента по формуле (1). 

А
С М

l
 


                                                        (1) 

где: С – концентрация вещества в растворе, мг/мл; М – молярная концентрация 

(МPYO =210 г/моль); А – оптическая плотность поглощающего вещества; ε – 

молярный коэффициент поглощения (для пиоцианина ε690=3400 моль
-1

 л см
-1

); l – 

длина оптического пути (толщина кюветы – 1см). 
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Таким образом, были определены два наиболее продуктивных и экономически 

выгодных состава сред, концентрация пиоцианинав которых оказалась 

максимальной. Среды № 13 и 18 были выбраны для дальнейших исследований. В 

качестве стандарта сравнения выбрана коммерческая питательная среда ГРМ – 

бульон (среда №1). 

Сравнивая три характеристики (накопление биомассы, биосинтез антибиотика и 

продуктивность клеток), можно сделать вывод о том, на какой стадии развития P. 

aeruginosaпродуцирует максимальное количество антибиотика [1]. 

Для получения кривой роста сначала был построен градуировочный график 

трехсуточной культуры (зависимость колониеобразующих единиц (КОЕ) от 

оптической плотности культуральной жидкости), затем проведены динамические 

измерения оптической плотности инокулята через равные промежутки времени при 

длине волны фотометрирования 580 нм. Контроль оптической плотности велся на 

спектрофотометре СФ-102. 

 

Таблица 1. Качественный состав сред 

№  Состав сред Концентрация 

пиоцианина, 

мг/мл 

1 ГРМ - бульон 0,042 

2 ГРМ + Glu 0,022 

3 ГРМ + Мet 0,041 

4 ГРМ+ Ala+Leu+Gly Нет характерной 

окраски 

5 ГРМ +Val 0,058 

6 Глюкоза + NH4Cl + К2НРО4, MgSO4ˑ7H2O, CaCO3 0,003 

7 Среда №6 + Glu Нет характерной 

окраски 

8 Среда №6 + Мet 0,001 

9 Среда №6 + Ala+Leu+Gly 0,003 

10 Среда №6 + Val Нет характерной 

окраски 

11 Глицерин + К2НРО4 +MgSO4ˑ7H2O+FeSO4+Leu+Gly Нет характерной 

окраски 

12 Глицерин + К2НРО4 +MgSO4ˑ7H2O+FeSO4+Ala 0,012 

13 Глицерин+К2НРО4+MgSO4ˑ7H2O+FeSO4+Ala+Leu 0,126 

14 ГРМ+Глицерин+К2НРО4+MgSO4ˑ7H2O+FeSO4+Leu+Gly Нет характерной 

окраски 

15 ГРМ+ Глицерин + К2НРО4 +MgSO4ˑ7H2O+FeSO4 +Ala 0,077 

16 ГРМ+Глицерин+К2НРО4+MgSO4ˑ7H2O+FeSO4+Ala+Leu 0,092 

17 Глицерин+К2НРО4 +MgSO4ˑ7H2O+FeSO4+Ala+Leu+Gly Нет характерной 

окраски 

18 ГРМ+ Ala + Leu 0,081  

19 ГРМ+ глицерин + К2НРО4, MgSO4ˑ7H2O, FeSO4 0,051 

 

Таким образом, была построена кривая роста клеток P. aeruginosa. Кроме того, 

на протяжении всего роста культуры, продукцию пиоцианина определяли путем 
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измерения оптической плотности супернатантов при длине волны 690 нм (рис. 1, 2) 

[6]. 

Определив наиболее подходящий состав питательной среды и время 

культивирования микроорганизма, проводили выделение из культуральной 

жидкости и очистку пиоцианина. 

Для выделения пиоцианина использовали экстракцию органическими 

растворителями. В работе использовали методику [7], однако в качестве 

растворителя был выбран хлористый метилен (менее токсичный и более летучий по 

сравнению с используемым в работе [7] хлороформом). 

Чистоту полученного вещества определили с помощью ВЭЖХ 

(высокоэффективной жидкостной хроматографии) на компактном жидкостном 

хроматографе Agilent 1200 Compact LC, а также методом тонкослойной 

хроматографии (элюент: СН2Cl2:C2H5OH:С6Н6 - 80:15:5). Температуру плавления 

продукта определяли на приборе MP50 MeltingPointSystem. Tпл =133°С (лит. 133 °С 

[8]). 

 

 
Рис. 1. График корреляции роста культуры и выделения пиоцианина в 

зависимости от времени (среда №13). 

 

 
Рис. 2. График корреляции роста культуры и выделения пиоцианина в 

зависимости от времени (среда №18). 
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Структуру полученного соединения подтвердили с помощью УФ и ИК – 

спектроскопии. В исследовании использовались спектрофотометр СФ-102 и ИК-

Фурье спектрометрBrukerTensor 27. 

Полученное кристаллическое вещество хранили в морозильной камере при 

температуре – 40
о
С. Исходя из предположения, что аминокислоты участвуют в 

одной из стадии биосинтеза пиоцианина (шикиматный путь), а соли неорганических 

кислот являются медиаторами переноса электронов (ионы – кофакторы), мы 

использовали различные по составу среды для культивирования P. aeruginosa. Мы 

установили, что композиция аланина и лейцина в сочетании с солями стимулируют 

синтез пиоцианина. 

В результате исследования была построена кривая роста клеток P. aeruginosa в 

зависимости от оптической плотности и определена продукция пиоцианина на 

каждом этапе роста культуры продуцента. Была проведена экстракция пигмента с 

заменой растворителя. Так же были проведены исследования на определение 

чистоты полученного вещества и подтверждение его структуры. 

Исходя из полученных результатов, можно сделать вывод о том, что наличие 

аминокислот аланина и лейцина в питательной среде стимулирует продукцию 

пиоцианина. Так же была проведена замена растворителя на менее токсичный, что 

не только не влияет на выход пиоцианина, но и делает процесс экономически более 

выгодным. 

Таким образом, нами были оптимизированы условия культивирования 

продуцента Pseudomonasaeruginosa и отработана методика выделения и очистки 

пиоцианина из культуральной жидкости. 
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