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 Открытие и изучение полигидроксиалканоатов
(ПГА) – полиэфиров микробного происхождения,
явилось значительным событием для биотехноло�
гии новых материалов. ПГА – термопластичные,
биоразлагаемые и биосовместимые полимеры, по�
тенциальные области применения которых вклю�
чают биомедицину, пищевую и косметическую
промышленность, производство упаковочных ма�
териалов и сельское хозяйство [1, 2]. 

К настоящему времени описано более 300
продуцентов ПГА и около 150 различных поли�
гидроксиалкановых кислот [3, 4]. Однако наи�
большую коммерческую ценность представляют
полигидроксибутират (ПГБ) и сополимер 3�гид�
роксибутирата (3�ГБ) с 3�гидроксивалератом
(ПГБВ). Введение 3�гидроксивалерата (3�ГВ) в
ПГБ существенно улучшает физико�химические
свойства сополимера. ПГБВ обладает понижен�
ной температурой плавления (увеличивается тех�
нологическое “окно перерабатываeмости” между
температурами плавления и началом термического
разложения), большей эластичностью и прочно�
стью [1–6]. Для биосинтеза ПГБВ необходимо до�
бавлять в основную ростовую среду косубстраты.
Наиболее эффективными косубстратами являют�
ся пентанол или пентановая кислота [7–10]. В ка�
честве основных ростовых субстратов для био�
синтеза полимеров чаще всего используют угле�
воды [11–17]. В России дешевым источником
углерода является метанол, производство которо�
го составляет около 3 млн т. ежегодно. Аэробные
метилобактерии с сериновым путем метаболизма

С1�соединений синтезируют из метанола 40–80%
ПГБ от сухой биомассы [8, 10, 12, 15]. При добав�
лении к метанолу в качестве косубстрата пента�
нола или пентановой кислоты метилобактерии
синтезируют ПГБВ, однако характеристики про�
цесса изучены недостаточно [7–10].

Цель работы – изучение условий биосинтеза
ПГБВ при выращивании Methylobacterium extorquens
G�10 на смеси метанола и пентанола, а также харак�
теристика основных физико�химических свойств
сополимера.

МЕТОДИКА

Объекты и условия культивирования. Methylobac�
terium extorquens G�10 выращивали на минераль�
ной среде, следующего состава (г/л): KH2PO4 – 1.0;
Na2HPO4 ⋅ 12H2O – 1.0; (NH4)2SO4 – 1.0; MgSO4 ⋅
⋅ 7H2O – 0.1; 10 мл раствора микроэлементов. Рас�
твор микроэлементов содержал (г/л): CoCl2 ⋅ H2O –
0.5; CaCl2 ⋅ 6H2O – 0.5; MnSO4 ⋅ H2O – 0.2; ZnSO4 ⋅
⋅ H2O – 0.5; NaMoO4 – 0.02; CuSO4 ⋅ 5H2O – 0.1;
FeSO4 ⋅ 7H2O – 1.0. Культивирование проводили в
колбах Эрленмейера объемом 750 мл со 100 мл сре�
ды и 0.5 мл метанола при 29°С на роторной качалке
(180 об/мин) в течение 2 сут. Культуру в середине
логарифмической фазы роста (ОП600 = 1.0) исполь�
зовали в качестве посевного материала (инокулята)
для ферментера. Периодическое культивирование
в ферментере АНКУМ�2М (“Биоприбор”, Россия)
проводили в режиме автоматического поддержа�
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ния температуры 30°С и рН 6.85. В ферментер вно�
сили 4.0 л минеральной среды и 200 мл посевного
материала. рН поддерживали 25%�ным NH4OH
или 10%�ным раствором NaOH. При достижении
культурой ОП600 = 30 добавляли 50 мл концентрата
среды, содержащего (г/л): H3PO4 – 270; MgSO4 ⋅
⋅ 7H2O – 80.0; FeSO4 ⋅ 7H2O – 2.3; CaCl2 ⋅ 6H2O – 0.6;
MnSO4 ⋅ H2O – 0.3; CoCl2 ⋅ H2O – 0.5; ZnSO4 ⋅ H2O –
0.6; CuSO4 ⋅ 5H2O – 0.4. Метанол добавляли дроб�
но (порциями от 5 до 20 мл) по мере потребления
растущей культурой, о чем судили по резкому
увеличению уровня растворенного кислорода
(рО2) в момент полного потребления метанола.
рО2 поддерживали на уровне 20–30% от насыще�
ния посредством увеличения числа оборотов ме�
шалки до 1000 об/мин и расхода воздуха до 6 л/мин.

Пентанол добавляли в смеси с метанолом при
достижении культурой разных фаз роста и до конца
культивирования. Использовали 2, 10, 15 и 20% (по
объему) концентрации пентанола в метаноле. По�
степенное (дробное) внесение пентанола в среду
позволяло снизить его токсическое влияние на рас�
тущую культуру. 

Содержание биомассы определяли, измеряя
оптическую плотность (ОП600) в 0.5 см кювете на
спектрофотометре Specol 221 (“Carll Zeiss”, Герма�
ния) и пересчитывали на сухую биомассу по ка�
либровочной кривой. Для построения калибро�
вочной кривой отбирали по 50 мл суспензии кле�
ток с известной ОП, центрифугировали (10000 g,
20 мин), полученный осадок сушили при 105°С до
постоянной массы и взвешивали. 

Содержание  в культуральной среде ана�
лизировали иономером МА�130 (“Mettler Toledo
GmbH”, Швейцария) с аммонийным датчиком.

Для выделения ПГБ и ПГБВ из биомассы куль�
туральную жидкость центрифугировали (10000 g,
30 мин), осадок сушили лиофильно. Навеску высу�
шенной биомассы перемешивали с 6 об. метанола в
течение 1 ч и центрифугировали при 5000 g 20 мин.
Полученный осадок при перемешивании экстра�
гировали 6 об. хлороформа в течение 3 ч. Суспен�
зию фильтровали через обеззоленную фильтро�
вальную бумагу. Хлороформенный экстракт освет�
ляли активированным углем марки А, который
отделяли затем на воронке Бюхнера под вакуумом.
Осветленный экстракт упаривали на роторном
испарителе в 5–6 раз (до состояния жидкого ки�
селя). Концентрат при энергичном перемешива�
нии выливали в 6�кратный об. метанола. Выпав�
ший осадок ПГБ или ПГБВ отделяли на воронке
Бюхнера и сушили при 105°С.

Содержание ПГБ в биомассе и соотношение
3�ГБ и 3�ГВ в ПГБВ определяли обращенно�фазо�
вой ВЭЖХ на колонке с обращенной фазой С18
[16]. Для этого образцы ПГБ гидролизовали кон�
центрированной серной кислотой, а образцы

NH4
+

ПГБВ гидролизовали щелочью до кротоновой и
метилкротоновой кислот, гидролизаты наносили
на колонку. Через колонку пропускали элюент
(смесь метанол–вода 1 : 1) со скоростью 0.4 мл/мин
и элюаты анализировали при 228 нм на УФ�детек�
торе UVIS 200 (“Linear”, США). По калибровочной
кривой определяли количество ПГБ и количество
3�ГБ и 3�ГВ в сополимере.

Мм полимеров определяли вискозиметриче�
ским методом, измеряя вязкость растворов ПГБ и
ПГБВ в хлороформе при 30°С [13]. Мм рассчиты�
вали по уравнению Марка�Хаувинка�Куна, ис�
пользуя коэффициент [η] = 7.7 × 10–5 М0.82 [17].
Температуру плавления (t, °C) ПГБ и ПГБВ, теп�
лоту плавления (Дж/г), степень кристалличности
и удлинения (%) при разрыве определяли метода�
ми дифференциального термического анализа на
приборе STA 449 (“Jupiter NETZSCH”, Германия)
и рентгеноструктурного анализа (рентгеноспек�
трометр D8 ADVANCE “Bruker”, Германия) соот�
ветственно [18]. Все опыты проводили в трех по�
вторностях. В таблицах приведены средние зна�
чения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

M. extorquens G�10 – аэробная метилобактерия
с сериновым типом С1�метаболизма, синтезиру�
ющая при выращивании на минеральной среде с
метанолом ПГБ или ПГБВ при использовании
смеси метанола с пентанолом. Данные по био�
синтезу ПГБВ при дробном внесении 15%�ной
смеси пентанола в метаноле на различных стади�
ях роста культуры представлены в табл. 1. Пере�
ход на поддержание рН посредством подачи в
ферментер 10%�ного раствора NaOH для созда�
ния лимита по азоту осуществляли при достиже�
нии культурой ОП600 = 70. Чем раньше добавляли
пентанол к культуре, растущей на метаноле, тем
быстрее начиналось угнетение роста продуцента.
При этом резко снижалось количество синтези�
руемого ПГБВ, но увеличивалась доля валерата и
Мм сополимера. Добавление пентанола в конце
логарифмической фазы в меньшей степени угне�
тало рост продуцента, при этом увеличивался
биосинтез полимера, но уменьшалась его Мм. Из
этого следовало, что добавлять пентанол целесо�
образно до перехода к поддержанию рН с помо�
щью NaOH, особенно, если ставится задача полу�
чения биополимера с высокой Мм.

Во второй серии опытов исследовали влияние
концентрации пентанола на рост культуры и био�
синтез ПГБВ. Смесь пентанола с метанолом раз�
личной концентрации начинали подавать в фер�
ментер при достижении ОП600 = 70, т.е. в середине
логарифмической фазы роста культуры. Как вид�
но из табл. 2, с увеличением концентрации пента�
нола значительно возрастали содержание валера�
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та, а также Мм сополимера. При содержании 20%
(об.) пентанола в смеси с метанолом доля валера�
та в сополимере достигала 50%. Увеличение кон�
центрации пентанола в смеси значительно сни�
жало скорость роста культуры и выход ПГБВ, что
может быть связано с его токсичностью. Токсич�
ность для клеток бактерий пентанола и пентано�
вой кислоты была показана и другими авторами
[5, 9, 14].

Некоторые физико�химические свойства по�
лученных биополимеров приведены в табл. 3, из
которой следует, что с увеличением Мм ПГБВ
резко снижалась кристалличность (с 63 до 8%) со�
полимера, который становился более аморфным
и эластичным. Снижалась также температура
плавления ПГБВ с 172 до 162°С, что важно при
переработке пластика, так как увеличивается раз�
рыв между температурами плавления и темпера�
турой разложения полимера. Большая степень
эластичности сополимера подтверждается значи�
тельным удлинением пластика при разрыве (с 4

до 230%), что особенно предпочтительно при ис�
пользовании ПГБВ в биомедицине.

Таким образом, M. extorquens G�10 при росте на
метаноле в присутствии пентанола способен син�
тезировать ПГБВ с большим диапазоном Мм в за�
висимости от концентрации и плотности биомассы
в момент внесения косубстрата. Вариабельность
Мм получаемых сополимеров расширяет перспек�
тивы их применения для различных сфер биомеди�
цины и нанобиотехнологии. Ранее влияние источ�
ника углерода и его концентрации на Мм ПГБ ис�
следовали у другого штамма M. extorquens [19].
Обнаружено, что при выращивании метилобакте�
рий на избытке метанола (1.5 об./об.) Мм ПГБ сни�
жалась до 2 × 105 Да. Напротив, при низких концен�
трациях метанола (0.5 об./об.) Мм возрастала до
6.0 × 105 Да. В то же время при использовании ме�
тилобактериями сукцината был получен ПГБ с
Мм 1.7 × 106 Да. Следовательно, Мм синтезируе�
мого метилобактериями ПГБ зависела от источ�
ника углерода и его концентрации. Представляет

Таблица 1. Влияние косубстрата (15%�ный пентанол в метаноле) на рост M. extorquens G�10 и биосинтез ПГБВ

Условия роста
Конечное содержание 

полимера в биомассе, %
Содержание 

валерата в ПГБВ,% Мм ПГБВ, кДaОП600 в момент 
внесения пентанола 

конечные значения

ОП600 АСБ, г/л

30 50 15 30 45 1200

50 95 27 38 36 930

70 110 38 41 13 425

90 130 52 45 0 250

Таблица 2. Влияние концентрации пентанола на рост M. extorquens G�10 и биосинтез ПГБВ с различной Мм

Концентрация 
пентанола в метаноле, 

% (об./об.)
Биомасса, г/л

Содержание, % 
Мм полимера, кДa

полимера в биомассе валерата в полимере

0 48 53 0 196

2 40 45 13.6 305

10 31 40 36.0 800

15 28 38 41.0 1150

20 25 30 50.0 1500

 
Таблица 3. Зависимость физико�химических свойств биополимера от его Мм и содержания валерата

Содержание 
валерата в полимере, %

Мм полимера, 
кДa

Температура 
плавления, °С

Теплота 
плавления, Дж/г

Степень 
кристалличности, %

Удлинение 
при разрыве, %

0 196 172 92.6 63.0 4.0

13.6 305 171 79.6 55.0 5.0

36.0 800 165 28.0 19.0 40.0

50.0 1500 162 11.1 8.0 230.0
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интерес дальнейшее изучение причин и механиз�
мов, обуславливающих синтез биополимеров с
различными Мм.

Работа выполнялась в рамках ГК 14.740.11.0111.
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Abstract—The influence of the concentration and time of addition of cosubstrate (pentanol) on the molec�
ular weight (MW) of the polyhydroxybutyrate/valerate (PHBV) copolymer synthesized by Methylobacterium
extorquens G�10 during cultivation in a methanol�containing medium has been studied. It was shown that an
increase in the pentanol concentration to 20% in a mixture with methanol stimulated the biosynthesis of
PHBV with a MW of ~1500 kDa and increased the content of valerate up to 50%, especially when pentanol
was added to the log phase culture. High pentanol concentrations are toxic for the producer and reduce the
total yield of PHBV. An MW increase to 1500 kDa lowers the melting temperature (from 172 to 162°C) and
the crystallinity degree (from 63 to 8%) of the biopolymer but increases its elasticity. The revealed variability
of PHBV properties extends considerably the potential application areas of synthetic bioplastics.
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