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Тема дисертації:
1. Формальдегіддегідрогеназа рекомбінантних штамів Нansenula polymorpha: оптимізація синтезу, очистка та
використання у біосенсорному та ензиматичному аналізі формальдегіду

2. Formaldehyde dehydrogenase of recombinant strains Нansenula polymorpha: optimization of synthesis,
purification and application in biosensor's and enzymatic assay of formaldehyde

Реферат:
1. Об'єкт дослідження: детоксикація формальдегіду (ФА) рекомбінантними формальдегідо-резистентними
штамами дріжджів H. polymorpha та розробка методів аналізу вмісту ФА за допомогою
формальдегіддегідрогенази (ФдДГ). Мета роботи: здійснити скринінг рекомбінантних штамів дріжджів H.
polymorpha - надпродуцентів NAD+- глутатіон-залежної ФдДГ; дослідити особливості регуляції синтезу
фермента факторами середовища за умов високого вмісту формальдегіду (ФА); розробити простий метод
виділення та очистки фермента і створити на його основі нові біоаналітичні методи визначення вмісту ФА.
Методи дослідження: мікробіологічні, генетичні, біохімічні та математичної статистики. Здійснено скринінг
низки природних та рекомбінантних штамів дріжджів H. polymorpha та вперше отримано стабільний
надпродуцент ФдДГ, який володіє підвищеною резистентністю до ФА (до 15 мМ). Охарактеризовано
закономірності синтезу ФдДГ та інших ферментів катаболізму ФА та оптимізавано умови для максимального



виходу ФдДГ. Виявлено, що за високих концентрацій екзогенного ФА у середовищах із різними джерелами
вуглецю підвищується активність ФдДГ. Результати, наведені в роботі, дозволяють глибше зрозуміти
механізми детоксикації ФА в метилотрофних дріжджів, особливо за умов високого вмісту ФА в середовищі.
Отримання рекомбінантних штамів H. polymorpha, резистентних до ФА, надало можливість дослідити
адаптаційну здатність клітин до високих концентрацій ФА та дозволило розробити лабораторний прототип
клітинного біореактора для усунення цієї токсичної речовини з повітря та рідин. Вперше розроблено схему
виділення і очистки ФдДГ із клітин трансформанта H. polymorpha та сконструйовано безреагентний
амперометричний біосенсор із використанням ФдДГ. Розроблений ензиматично-фотометричний метод
визначення ФА у стічних водах, може бути рекомендованим для розроблення державного стандарту аналізу
ФА та відповідного комерційного біоаналітичного набору. Сконструйований селективний лабораторний
прототип амперометричного біосенсора використано для розробки експериментального зразка
формальдегідного аналізатора. Представлені в роботі методи визначення вмісту ФА можуть бути застосовані
в практиці - в лабораторіях екологічного та санепідеміологічного контролю, заводських, клініко-
діагностичних та науково-дослідних лабораторіях. Сфери використання: мікробіологія, біохімія,

2. Object of the research: formaldehyde detoxification with recombinant yeast strains H. polymorpha, resistant to
elevated formaldehyde (FA) concentrations, and development of enzymatic methods for FA assay based on
formaldehyde dehydrogenase (FdDH). The aim of the work: to screen the gene-engineered strains of the yeast H.
рolymorpha - over-producers of NAD+- and glutathione-dependent FdDH; to study the details of regulation of
FdDH productivity in yeast cells under different cultivation conditions at elevated FA content; to develop the
simple scheme for FdDH isolation and purification; to create the new methods FdDH-based for FA testing.
Methods: microbiological, genetic, biochemical, mathematical statistics. The number of wild and gene-engineered
strains of yeast H. рolymorpha were screened and the stable recombinant strain - over-producer of FdDH,
possessing elevated resistance to FA (up to 15 mM), was chosen at the first time. The details of FdDH synthesis and
other's enzymes of FA catabolism in recombinant strains were studied and cultivation conditions for maximal
FdDH yield were optimized. It was shown that FdDH activity is dependent on the carbon source and FA content in
cultural medium, FA is an inducer of FdDH synthesis. The described results lead us to understanding the detailed
mechanisms of FA detoxification in methylotrophic yeast, especially at high content of FA in growth medium.The
recombinant strains H. polymorpha, being resistant to FA, were used as model to investigate adaptation ability of
cells to live under elevated FA levels. Then, these recombinants were used as a FA- oxidizing cartridge in
bioreactor for biodegradation of FA in air and liquid. The simple scheme for FdDH isolation and purification from
the gene-engineered strain H. рolymorpha was firstly proposed and the FdDH-based reagentless biosensor to
monitor FA was constructed. FdDH was used for the development of enzymatic spectrophotometric assay of FA in
water wastes. This method can be recommended for the development of state standard of FA analyses and the
corresponding commercial analytical test-kit. Fabricated laboratory prototype of biosensor was used for
construction of experimental sample of FA analyser. The methods of FA assay, described in this study, may be
utilized in practice - in laboratories of ecology, sanitary, factories, medico-diagnostics and scientific research. Area
of use: microbiology, biochemistry.
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