
ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2011, том 47, № 5, с. 544–550

544

В настоящее время уделяется значительное вни�
мание исследованию синтеза микроорганизмами
резервных полимеров – гидроксипроизводных ал�
кановых кислот (полигидроксиалканоаты, ПГА).
Связано это с комплексом высоких потребитель�
ских свойств, характерных для данного класса по�
лимеров. ПГА представлены разнообразными по�
лиэфирами, образованными однородными моно�
мерами с различной длиной С�цепи, а также
сополимерами, среди них – высококристалличные
термопласты и термолабильные резиноподобные
эластомеры [1]. Направленный синтез ПГА – весь�
ма сложная технологическая задача, поэтому для
получения ПГА заданного состава необходимы
фундаментальные знания о закономерностях син�
теза ПГА того или иного состава и о влиянии хими�
ческой структуры полимеров на их физико�химиче�
ские свойства. 

Бактерии Ralstonia eutropha относят к перспек�
тивным продуцентам, так как они накапливают
ПГА с высокими выходами на различных субстра�
тах, включая отходы промышленных и сельскохо�
зяйственных производств [2–5]. Доминирующим
мономером в ПГА, синтезируемых природными
штаммами Ralstonia eutropha, однако, является ко�
роткоцепочечный 3�гидроксибутират, выходы ко�
торого могут достигать в специализированных ре�
жимах до 80–90% от веса сухой биомассы [6]. До не�
давнего времени описанные в литературе

достигнутые уровни включения среднецепочечных
мономеров (например, 3�гидроксигексаноата, 3�
гидроксиоктаноата) в многокомпонентные ПГА не
превышали у R. eutropha 1–2 мол. % [7–10]. В ре�
зультате исследований закономерностей образова�
ния ПГА у бактерий R. eutropha В5786 нами предло�
жено два подхода для синтеза полимеров различной
структуры. Один подход базируется на параметри�
чески управляемом культивировании бактерий с
использованием комплексного углеродного суб�
страта с учетом знаний о том, что скорости синтеза
общего пула полимера (главным образом, 3�гид�
роксибутирата), не совпадают со скоростью синтеза
мономеров с более длинной С�цепью, а также, что
соотношение мономеров в ПГА непостоянно, и
максимальная величина включения, например
3�гидроксигексаноата, наблюдается через несколь�
ко часов после добавки дополнительного субстрата
(соли алкановых кислот) в культуру. Следует учиты�
вать также, что подобные субстраты�добавки, сти�
мулирующие образование многокомпонентных
ПГА, токсичны для бактерий, поэтому их использо�
вание возможно в установленных для штаммов ин�
дивидуальных предельно допустимых концентра�
циях [11]. Другой подход основан на метаболиче�
ской регуляции путей биосинтеза ПГА с
ингибированием реакций цикла β�окисления, что
препятствует укорачиванию С�цепи среднецепо�
чечных мономеров в реакциях β�окисления и, сле�
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Исследован синтез сополимера 3� и 4�гидроксибутирата (3ГБ�CO�4ГБ) как наиболее перспектив�
ного представителя семейства биоразрушаемых полигидроксиалканоатов (ПГА). С использованием
природных штаммов водородокисляющих бактерий Ralstonia eutropha B5786 и Cupriavidus eutrophus
В10646 найдены условия культивирования для эффективного синтеза сополимера 3ГБ�CO�4ГБ.
Получена серия высокоочищенных образцов сополимера 3ГБ�CO�4ГБ с различным содержанием
4ГБ (от 8.7 до 24.3 мол. %). Установлено, что включение 4ГБ в сополимер в большей степени, не�
жели 3�гидроксивалерат и 3�гидроксигексаноат, приводит к снижению кристалличности сополи�
мера; получены образцы, имеющие степень кристалличности ниже 30%. Показано, что средневесо�
вая молекулярная масса сополимеров 3ГБ�CO�4ГБ не зависит от соотношения мономеров и варьи�
рует в широких пределах (от 540 до 1110 кДа). 
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довательно, обеспечивает накопление их в клеточ�
ном пуле и последующее включение в ПГА. В ре�
зультате реализованы режимы, позволившие
синтезировать спектр многокомпонентных ПГА, в
том числе новой химической структуры [12]. 

Одним из перспективных, но трудно синтезиру�
емым и мало изученным ПГА является сополимер
3�гидроксибутирата�СО�4�гидроксибутирата (3ГБ�
СО�4ГБ). Для этого типа ПГА характерны высокие
скорости биодеградации in vivo и в окружающей
среде, он является эластомером, имеет более высо�
кие показатели удлинения при разрыве и относи�
тельно высокий предел прочности на разрыв в от�
личие от большинства общеизвестных полимеров
этого класса [13]. Способность микроорганизмов
(Ralstonia eutropha, ранее Alcaligenes eutrophus [14], Al'
caligenes latus [15], Comamonas testosteronii [16], Coma'
monas acidovorans [17], Hydrogenophaga pseudoflava
[18], Chromobacterim sp. [19], Rhodococcus rubber [20])
синтезировать этот тип ПГА при росте на средах, со�
держащих в качестве углеродного субстрата 4�гид�
роксимасляную кислоту, γ�бутиролактон или 1,4�
бутандиол, показана в серии работ еще в 90�е годы
прошлого века. Однако ингибирующее воздействие
этих субстратов отрицательно сказывается на об�
щем урожае биомассы и выходах сополимера. В по�
следние годы изучение этого представителя ПГА ак�
тивизировалось. В качестве новых продуцентов со�
полимера 3ГБ�СО�4ГБ описаны рекомбинантные и
природные штаммы [21–24].

Цель работы – исследование возможности полу�
чения нового типа сополимера 3ГБ�СО�4ГБ с раз�
личным содержанием 4�гидроксибутирата (4ГБ)
природными штаммами водородокисляющих бак�
терий на среде с γ�бутиролактоном и оценка влия�
ния фракции 4ГБ на свойства сополимера. 

МЕТОДИКА

Исследованы 2 штамма водородокисляющих
бактерий: Ralstonia eutropha В5786 [25] и Cupriavidus
eutrophus В10646, которые культивировали в строго
стерильном периодическом режиме на термостати�
руемой качалке “New Brunswic” (США) в стеклян�
ных колбах объемом 1.0 л с коэффициентом запол�
нения 0.5 на минеральной солевой среде Шлегеля
(г/л): Na2HPO4 ⋅ H2O – 9.1, KH2PO4 – 1.5, MgSO4 ⋅

⋅ H2O – 0.2, Fe3C6H5O7 ⋅ 7H2O – 0.025. Микроэле�
менты вводили в среду по прописи Хоагланда из
расчета 3 мл стандартного раствора на 1 л среды.
Стандартный раствор микроэлементов содержит
(г/л): H3BO3 – 0.228, CoCl2 ⋅ 6H2O – 0.030, CuSO4 ⋅

⋅ 5H2O – 0.008, MnCl2 ⋅ 4H2O – 0.008, ZnSO4 ⋅ 7H2O –
0.176, NaMoO4 ⋅ 2H2O – 0.05, NiCl – 0.008. В авто�
трофных условиях в качестве источника углерода и

энергии использовали смесь газов (СО2, Н2, О2). С
помощью компрессора удаляли из колб воздух, за�
мещая объем газовой смесью из газгольдера, соеди�
ненного с колбами системой герметичных шлангов.
Соотношение компонентов в газовой смеси было
следующим: СО2–О2–Н2 как 1 : 2 : 7 по объему. При
гетеротрофных условиях выращивания бактерий
использовали фруктозу или масляную кислоту.
Применяли разработанный ранее режим культиви�
рования бактерий с лимитированием роста по азо�
ту на первом этапе (0.4–0.5 г/л NH4Cl) и в безазот�
ной среде – на втором, при рН 7.0 и 30°C [26]. Для
стимулирования образования мономеров 4ГБ и
синтеза сополимеров 3ГБ�CO�4ГБ в состав среды
в качестве предшественника мономеров 4ГБ вно�
сили γ�бутиролактон (“Fluka”, Германия). Дли�
тельность культивирования штаммов в зависимо�
сти от условий углеродного питания культур в от�
дельных экспериментах составляла от 48 до 144 ч.
Подачу γ�бутиролактона в культуру варьировали
как по количеству, так и концентрации добавок. 

Концентрацию фруктозы в среде определяли ре�
зорциновым методом [27]. Урожай биомассы реги�
стрировали по весу сухого вещества и оптическим
показателям культуры. Содержание сополимера в
клетках определяли хроматографией метиловых
эфиров жирных кислот после метанолиза биомассы
на хромато�масс�спектрометре Agilent 5975 Inert,
“Agilent” (США); в качестве внутреннего стандарта
использовали бензойную кислоту. Для корректного
определения соотношения мономеров 3� и 4�гид�
роксибутирата в сополимере, помимо регистрации
масс�спектров, сняты 1H�ЯМР спектры растворов
сополимера в CDCl3 (ЯМР�спектрометр Avance III
600 “Bruker” (Германия). Текущую концентрацию
γ�бутиролактона в культуре анализировали хрома�
тографически.

Рентгеноструктурный анализ и определение сте�
пени кристалличности образцов ПГА выполнены
на рентгеноспектрометре D8 ADVANCE “Bruker”
(Германия) (графитовый монохроматор на отра�
женном пучке). Для этого сняты спектры в пошаго�
вом режиме (“scan�step”) с шагом 0.04° и 2�секунд�
ной выдержкой для измерения интенсивности в
точке (режим работы прибора – 40 кВ × 40 мкА). 

Молекулярную массу и молекулярно�массовое
распределение ПГА исследовали с использованием
хроматографа для гельпроникающей хроматогра�
фии Breeze System (“Waters”, США) относительно
полистироловых стандартов (“Fluka”, Швейцария,
Германия). Находили средневесовую (Mв) и сред�
нечисловую (Mн) молекулярную массу, а также
полидисперсность (PD = Mв/Mн).
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ВОЛОВА и др.

Эксперименты проводили в трех повторностях.
Статистическую обработку результатов осуществ�
ляли общепринятыми методами [28] с использова�
нием стандартного пакета программ Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В автотрофной культуре R. eutropha B5786, выра�
щиваемой в колбах на качалке, при дефиците в сре�
де азота на моноуглеродном субстрате (СО2), уро�
жай и выход полимера за 68 ч ферментации состави�
ли соответственно 6.1 ± 0.2 г/л и 65.4 ± 4.2%.
В составе полимера, синтезированного штаммом
R. eutropha B5786 на моноуглеродном субстрате, бы�
ло 99.2 мол. % 3�гидроксибутирата и 0.8 мол. %
3�гидроксивалерата. Ранее нами было показано,
что более длительное культивирование бактерий в
колбах, а также использование совершенной фер�
ментационной техники позволяет увеличить выход
полимера до 85–90% [29]. Однако в данном иссле�
довании главный вопрос, на который следовало по�
лучить ответ, обладает ли данный штамм способно�
стью включать в ПГА в качестве мономера 4ГБ и ка�
кие ростовые условия для культуры следует для
этого обеспечить. Вопрос о выходе собственно био�
массы в культуре был второстепенным, поэтому
длительность культивирования в автотрофной
культуре в колбах обычно не превышала 60–70 ч.

С учетом имеющихся данных о токсичности
γ�бутиролактона [14] исследовано влияние концен�
трации этого дополнительного субстрата на рост и
синтез ПГА R. eutropha B5786 в диапазоне концен�
траций от 0.5 до 4.0 г/л. Результаты биосинтеза ПГА
и включения 4ГБ в сополимер на смешанном угле�
родном субстрате (СО2 + γ�бутиролактон) представ�
лены на рис. 1а, из которого следует, что γ�бутиро�
лактон ингибировал рост и накопление полимера.
Показано, что увеличение концентрации γ�бутиро�

лактона в среде не только не увеличивало содержа�
ние 4ГБ в сополимере, но ингибировало процесс
превращения γ�бутиролактона в 4ГБ. Если при кон�
центрации γ�бутиролактона в среде 0.5 г/л степень
его превращения в 4ГБ составила 0.21, то при 4 г/л –
менее 0.02. Эти результаты согласуются с данными
других авторов по образованию 4ГБ из токсичного
γ�бутиролактона. Так, у штамма Cupriavidus sp.
USNAA1020 при росте только на γ�бутиролактоне
степень его превращения в 4ГБ варьировала от 0.04
до 0.1 [30], у Comamonas acidovorans составила 0.12
[17], у Hydrogenophaga pseudoflava – 0.33 [18]. 

Независимо от величины добавки γ�бутиролак�
тона, урожай культуры не превышал 5.0 г/л, что на
25–30% ниже контроля (рост бактерий в аналогич�
ных условиях на моноуглеродном субстрате – СО2).
При исследовании влияния добавок γ�бутиролакто�
на на синтез полимера обнаружено дозозависимое
снижение внутриклеточной концентрации полиме�
ра; при этом максимальный выход полимера
(39.9 ± 1.7%) получен при минимальной однократ�
ной добавке γ�бутиролактона в дозе 0.5 г/л. Синте�
зированный в этих условиях полимер содержал
3 мономера: доминирующий 3�гидроксибутират,
4ГБ и минорные включения 3�гидроксивалерата.
Наличие 4ГБ выявлено во всех пробах, максималь�
ная величина включения этого мономера составила
6.3 мол. % (рис. 1а). 

Для снижения токсического действия на культу�
ру γ�бутиролактона использовали режим дробного
дозирования. Варьируя величину подаваемой в
культуру бактерий дозы γ�бутиролактона и последу�
ющее время культивирования, удалось повысить
общий урожай бактерий, а также выход полимера.
При двух добавках γ�бутиролактона (суммарная
концентрация 6 г/л) выход полимера составил
55.7% от веса сухой биомассы без потери общей
продуктивности культуры, однако величина вклю�
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Рис. 1. Выход сополимера 3�гидроксибутирата�СО�4�гидроксибутирата (% от веса сухой биомассы) (1) и содержание 4�гид�
роксибутирата в сополимере (мол. %) (2) в условиях автотрофной (а), гетеротрофной, субстрат – фруктоза (б) или масляная
кислота (в) культуры бактерий R. eutropha B5786 при различных концентрациях γ�бутиролактона в среде (г/л).
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чения 4ГБ осталась на прежнем уровне и не превы�
шала 6 мол. %. При подаче γ�бутиролактона в кон�
центрации 9.0 г/л тремя добавками по 3 г/л с пере�
рывами в 8 ч выход полимера составил 50.3% при
общем урожае биомассы 6.0 г/л и аналогично низ�
ком (не выше 6 мол. %) содержании 4ГБ.

При гетеротрофном выращивании бактерий
R. eutropha B5786 на фруктозе в качестве основного
субстрата ингибирующий эффект γ�бутиролактона
был выражен в меньшей степени (рис. 1б). Доза од�
нократной подачи γ�бутиролактона в культуру со�
ставила 2.0, 6.0 и 10.0 г/л. Ингибирование роста бак�
терий имело место только при самой высокой кон�
центрации γ�бутиролактона; урожай биомассы при
этом не превысил 4.5 г/л. В двух других вариантах
урожай биомассы был близок к контролю, порядка
7.0–7.5 г/л при длительности культивирования 58 ч.
В этих условиях потребление γ�бутиролактона куль�
турой было более активное по сравнению с авто�
трофным процессом, и через 34 ч после его добавле�
ния концентрация γ�бутиролактона в культуре не
превышала 0.1–0.2 г/л. При ингибирующей кон�
центрации γ�бутиролактона выход полимера соста�
вил 56.7 ± 2.9% от веса сухой биомассы, но доля 4ГБ
в полимере при этом не превысила 2 мол. %. При
подаче γ�бутиролактона в культуру в дозе 6.0 и
2.0 г/л выход полимера соответственно составил
50.6 ± 4.1 и 57.3 ± 3.4% от веса сухой биомассы, одна�
ко содержание 4ГБ в сополимере было менее 2 мол. %.
Переход на режим дробной подачи γ�бутиролактона
в культуру обеспечил увеличение урожая полимера
до 65.9–78.1% от веса сухой биомассы, однако с не�
значительным изменением содержания в нем 4ГБ,
до 3.8–4.1 мол. %.

Замена фруктозы масляной кислотой (использо�
вали натриевую соль масляной кислоты) положи�
тельно влияла на выход сополимера и его состав. В
связи с тем, что концентрация масляной кислоты
свыше 5.0 г/л ингибировала рост бактерий, исполь�
зовали режим с дробными добавками этого субстра�
та. Выращивание R. eutropha B5786 на среде с масля�
ной кислотой и с двумя добавками γ�бутиролактона
(суммарная концентрация γ�бутиролактона соста�
вила 6 г/л) позволило достичь выхода полимера до
81.7%. Однако увеличения доли 4ГБ в сополимере
не происходило; величина фракции не превысила
4.4 мол. %.

Таким образом, варьируя условия углеродного
питания, включая тип и концентрацию основного
углеродного субстрата и режим дозирования допол�
нительного субстрата (γ�бутиролактон), удалось
увеличить выходы полимера и урожая биомассы в
культуре R. eutropha B5786 и обеспечить получение
сополимеров 3ГБ�CO�4ГБ с включением 4ГБ от 0.6
до 6.3 мол. %. 

Согласно данным литературы, для увеличения
доли 4ГБ в сополимере в среду с γ�бутиролактоном
добавляют ацетат, пропионовую кислоту, амино�
кислоты. Это позволило в отдельных случаях увели�
чить включение 4ГБ до 60–80 мол. %, однако при
общем низком выходе полимера (19–38% от веса
сухой биомассы) [22, 30, 31]. Позитивное влияние
данных дополнительных углеродных субстратов на
синтез сополимера и соотношение в нем мономе�
ров 3� и 4�гидроксибутирата, возможно, связано с
тем, что утилизация этих соединений сопровожда�
ется увеличением внутриклеточного пула ацетил�
СоА, что, в свою очередь, ингибирует реакцию рас�
щепления 4�гидроксибутирил�СоА до двух молекул
ацетил�СоА и, соответственно, приводит к возрас�
танию содержания 4ГБ и включению его в сополи�
мер [30]. 

Реализованный далее режим выращивания
R. eutropha B5786 на среде, содержащей в качестве
основного субстрата пропионовую кислоту в кон�
центрации 2 г/л и добавки γ�бутиролактона, позво�
лил незначительно повысить содержание 4ГБ в по�
лимере (до 8.1 мол. %), при этом в нем, помимо
3�гидроксибутирата, присутствовал в качестве тре�
тьего мономера 3�гидроксивалерат (35.2 мол. %).

Выращивание бактерий на масляной кислоте с
добавками γ�бутиролактона позволило получить
более высокие результаты (рис. 1в). Урожай бакте�
рий и выход полимера варьировали в широких пре�
делах в зависимости от соотношения в культуре
масляной кислоты и добавки γ�бутиролактона, мак�
симальные выходы составили соответственно
7.1 г/л и 92.7% от веса сухой биомассы; при этом
содержание 4ГБ варьировало в диапазоне 8.7–
16 мол. %.

Использование в качестве продуцента сополи�
мера 3ГБ�CO�4ГБ штамма Cupriavidus eutrophus
В10646, обладающего повышенной толерантно�
стью к воздействию γ�бутиролактона, в качестве
моноуглеродного субстрата в концентрации 10 г/л
позволило увеличить содержание 4ГБ в сополимере
до 24.3 мол. %. 

Все полученные нами образцы сополимера 3ГБ�
co�4ГБ были дополнительно проверены на включе�
ние 4ГБ в полимер методом 1H�ЯМР. Проведенные
исследования подтвердили наличие 4ГБ в полиме�
ре. На рис. 2 представлены спектры 1H�ЯМР образ�
цов сополимера с включением 4ГБ 8.7 и 16 мол. %.

Таким образом, синтезированы сополимеры
различного состава, которые были очищены до го�
могенного состояния, что позволило исследовать
их свойства. 

Важнейшими характеристиками полимеров слу�
жат величина молекулярной массы (ММ) и степень

4*
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полимеризуемости. Полидисперсность позволяет
оценить, каково соотношение в полимере фрагмен�
тов с различной степенью полимеризуемости. Кор�
ректная регистрация данных параметров возможна
только с применением гельпроникающей хромато�
графии, которая позволяет определить ММ и поли�
дисперсность полимера. 

С использованием гельпроникающей хромато�
графии определена ММ серии синтезированных
образцов сополимеров 3ГБ�CO�4ГБ (таблица). В
исследованном диапазоне соотношения мономеров
в сополимере (включение 4ГБ варьировало от 8.7 до
24.3 мол. %) не обнаружено влияния этого парамет�
ра на ММ и полидисперсность сополимера. Сред�

2.53.54.04.5 ppm2.05.0 3.0

1 5 2 3 7 6 4H2O

(б)

2.53.54.04.5

(–O–CH–CH2–C�)x�

2.05.0 3.0

1 5 2 3 7 6 4H2O

(а)

H2OH2O

1.5

�(–O–CH2–CH2–CH2–C�)y�

3�гидроксибутират�СО�4�гидроксибутират

OCH3 O

Рис. 2. Спектры 1H�ЯМР сополимера 3ПГБ�CO�4ПГБ с содержанием 4ГБ 8.7% (а) и 16% (б). 

Молекулярная масса и степень кристалличности сополимеров, синтезируемых R. eutropha B5786

Содержание 4ГБ в сополи�
мере 3ГБ�CO�4ГБ, мол. %

Среднечисловая молеку�
лярная масса (Mн), кДа

Средневесовая молеку�
лярная масса (Mв), Да

Полидис�
персность

Степень кри�
сталличности, %

0 760 ± 15.2 1300 ± 28.7 1.60 ± 0.03 76

8.7 230 ± 1.7 630 ± 3.5 2.76 ± 0.03 44

10.7 480 ± 9.1 1110 ± 17.9 2.32 ± 0.06 43

14.9 320 ± 6.6 850 ± 12.2 2.65 ± 0.04 44

16 370 ± 5.2 970 ± 18.2 2.59 ± 0.04 43

17 370 ± 12.2 850 ± 24.2 2.31 ± 0.06 25

24.3 285 ± 5.3 540 ± 9.6 1.91 ± 0.01 12
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нечисловая молекулярная масса у серии образцов
варьировала в диапазоне 230–480 кДа; средневесо�
вая молекулярная масса составила 540–1110 кДа;
полидисперсность от 1.91 до 2.76 без четкой связи с
содержанием 4ГБ в сополимере. Это подтверждает
ранее полученные результаты об отсутствии связи
между составом ПГА и молекулярной массой [29].

Установлено, что включение 4ГБ резко (суще�
ственно в большей степени по сравнению с 3�гид�
роксивалератом и 3�гидроксигексаноатом) влияет
на соотношение кристаллической и аморфной зон в
сополимере, значительно снижая кристалличность
последнего (таблица). Впервые удалось получить
образцы ПГА, имеющие пониженную степень кри�
сталличности (от 44 до 12%).

В результате выполненных исследований найде�
ны условия культивирования водородокисляющих
бактерий, позволяющие получать высокие общие
выходы высокомолекулярного и низкокристаллич�
ного сополимера с включением 4ГБ свыше 20 мол. %.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Правительства Российской Федерации для
государственной поддержки научных исследова�
ний, проводимых под руководством ведущих уче�
ных в российских образовательных учреждениях
высшего профессионального образования, Пост.
Правительства РФ № 220 (проект “Биотехнологии
новых биоматериалов”), и Программы интеграци�
онных исследований Президиума СО РАН (проект
№ 96).
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Abstract—Synthesis of 3� and 4�hydroxybutyrate copolymer (3HB�CO�4HB), the most promising member
of the biodegradable polyhydroxyalcanoate (PHA) family, has been studied. Cultivation conditions of natu�
rally occurring strains of hydrogen�oxidizing bacteria Ralstonia eutropha B5786 and Cupriavidus eutrophus
B10646 have been optimized to ensure efficient synthesis of the 3HB�CO�4HB copolymer. A set of highly
pure samples of the 3HB�CO�4HB copolymer with 4HB content varying from 8.7 to 24.3 mol % has been
obtained. Incorporation of 4�HB into the copolymer was shown to cause a more pronounced decrease in polymer
crystallinity than the incorporation of 3�hydroxyvalerate or 3�hydroxyhexanoate; samples with a degree of crystal�
linity below 30% have been obtained. The weight average molecular mass of the 3HB�CO�4HB copolymers was
shown to be independent on the monomer ratio and to vary broadly (from 540 to 1110 kDa).
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