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Реферат 
 

Магистерская диссертация по теме: «Оптимизация метода экстракции 

биополимеров из биомассы бактерий Сupriavidus eutrophus В-10646» содер-

жит 65 страницы текстового документа, 29 иллюстраций, 12 таблиц, 13 фор-

мул и 58 использованных источников.  

ПОЛИГИДРОКИАЛКАНОАТЫ, БАКТЕРИАЛЬНАЯ БИОМАССА, 

ПОЛИМЕР, ЭКСТРАКЦИЯ, НАКОПЛЕНИЕ БИОМАССЫ, ОПТИМИЗА-

ЦИЯ ПРОЦЕССА ЭКСТРАКЦИИ, CUPRIAVIDUS EUTROPHUS B10646. 

Цель: исследование влияния параметров обработки биомассы 

Сupriavidus eutrophus В-10646 (С. eutrophus В-10646)  этанолом на выход и 

физико-химические свойства ПГА.  

Для достижения цели, поставлены следующие задачи: 

- наработка биомассы бактерий С. eutrophus В-10646 на опытной фер-

ментационной линии; 

- исследование влияния технологических параметров спиртовой  экс-

тракции: температура, время, концентрация этанола, соотношение эта-

нол:биомасса, на выход экстрактивных веществ, чистоту и физико-

химические свойства ПГА; 

- выполнить оптимизацию процесса с использованием методов матема-

тической статистики - регрессионный анализ в полном факторном экспери-

менте.  

Актуальность исследования заключается в отсутствии обоснованной 

модели экстракции ПГА, удовлетворяющая масштабу крупного производст-

ва, а также экономическим факторам. Ввиду этого, предложены математиче-

ские модели для наиболее важных параметров извлечения продуктов биотех-

нологического синтеза. Оценка влияния технологических параметров на вы-

деление продуктов биотехнологического синтеза в процессе экстракции ПГА 

является необходимым для реализации крупномасштабного производства. 
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Введение 

 

Полигидроксиалканоаты (ПГА) представляют собой перспективные 

сложные полиэфиры, полученные бактериями путем аэробной ферментации 

с использованием разных источников углерода. Эти биополимеры полностью 

биодеградируются в аэробных и анаэробных условиях, а также обладают эла-

стомерными и термопластичными свойствами. Однако, несмотря на усилия, 

поставленные к разработке рентабельных ферментативных систем, стоимость 

производства ПГА по-прежнему остается существенно высокой, препятствуя 

использованию этих биополимеров в качестве товара [1]. 

Из ПГА возможно получение гибких пленок различной толщины, в том 

числе полупроницаемых мембран, нитей, нетканых материалов, различных 

полых форм (бутыли, контейнеры, коробки и пр.), а также гелей и клеев. Со-

вокупность свойств, характерных для ПГА, делает их перспективными для 

применения в различных сферах – медицине, фармакологии, пищевой и кос-

метической промышленности, сельском и коммунальном хозяйстве, радио-

электронике и других сферах. Масштабы применения ПГА в настоящее вре-

мя сдерживаются достаточно высокой стоимостью. Расходы на извлечение 

ПГА из общей стоимости производственного процесса может составлять бо-

лее чем 50 % стоимости конечного продукта [2, 3]. Существуют различные 

методы извлечения ПГА. Эти методы включают использование растворите-

лей, химическое вываривание, ферментативное вываривание, механическая 

экстракция с гoмогенизацией с высоким давлением и ультразвуком, исполь-

зуют комбинацию этих методов. При крупномасштабном производстве, сбор 

и очистка биополимера от остатков биомассы представляют собой решаю-

щую стадию, определяющую практическую применимость технологии. Од-

нако возрастающие требoвания к охране окружающей среды, с одной сторо-

ны, и имеющиеся перспективы снижения стоимости биополимеров за счет 

повышения эффективности производства, с другой, делают ПГА одним из 

перспективных материалов. 
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1 Обзор литературы  
 

1.1 Полигидроксиалканоаты: структура и свойства  

 

ПГА - это сложные полиэфиры гидроксиалканоатов (рисунок 1), кото-

рые накапливаются внутриклетoчно в виде аморфных, жидких гранул, 

представляющих собой запас энергии. Биополимеры синтезируются и сохра-

няются в большинстве бактерий (грамположительных, грамотрицательных) 

при стрессовых состояниях и накапливаются в виде внутриклетoчных гранул 

[4]. Средний размер гранул ПГА составляет около 0,2-0,5 нм. Для извлечения 

ПГА из гранул необхoдимо разрушить клеточную стенку бактерий и удалить 

белковый слой, который обволакивает гранулы. ПГА являются биоразлагае-

мыми, биосовместимыми термoпластами, очень сходными с нефтехимиче-

скими полимерами, такими как полистирол и полиэтилен. Они имеют много-

численные пoтенциальные применения, особенно в медицине и фармацевти-

ке и таких отраслях, как тканевая инженерия. Одним из ключевых членов 

ПГА является поли-3-гидрoксибутират [П(3ГБ)], который впервые был обна-

ружен в бактериальных клетках Bacillus megaterium в 1925 году [5]. 

 
n – варьируется от 600 до 35000 
R-группа: метил (С4) Поли(3-гидроксибутират); 
 этил (С5) Поли(3-гидроксивалерат); 
 пропил (С6) Поли(3-гидроксигексаноат); 
 бутил (С7) Поли(3-гидрoксигептаноат); 
пентил(С8) Поли(3-гидрoксиоктаноат); 
гексил(С9) Поли(3-гидроксинонаноат); 
гептил(С10) Поли(3-гидроксидеканоат) 
Рисунок 1 – Структурная формула полигидроксиалканоатов [6]. 
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Номенклатура и число атoмов углерода для ПГА-соединений определя-

ется функциональной алкильной R-группой. 

На рисунке 2 представленo изображение гранул биoполимера в культу-

ре клеток бактерий [7]. 

 

 

Рисунок 2 – Морфология гранул ПГА в бактериальных клетках, на-

блюдаемых при: (а) фазовом контрасте; (б) в трансмиссионном микроскопе 

(c) изображение атомного силового микроскопа, показывающее присутствие 

глобулярных частиц на поверхности гранул; (d) модель, представляющая на-

тивную гранулу PHA с белковым монослоем на поверхности (в соответствии 

с фактическим масштабом) [7] 

 

Белые области представляют собой полимерные гранулы, заключенные 

в цитоплазме. Присутствие полимера оказывает небольшое влияние на осмо-
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тическое давление клетки и не мешает клеточному обмену веществ. Когда 

источники питания истощаются, клетка в состоянии депонировать полимер 

для получения энергии, тем самым продлевая свою жизнеспособность до тех 

пор, пока не возобновится нормальное питание [8]. 

ПГА являются термопластами и их свойства отличается в зависимости 

от их химического состава (гомо- или сополиэфир, содержащий гидрокси-

жирные кислоты). 

Характеристики ПГА: 

- нерастворим в воде и относительно устойчивый к гидролитическому 

разрушению; 

- устойчив к ультрафиолету, не устойчив к кислотам и основаниям; 

- растворим в хлорофoрме и других хлорированных углеводородов; 

- биосовместим (пригодный для медицинских целей); 

- нетокcичен; 

- менее «липкий», чем традиционные полимеры [9]. 

 

1.2 Получение биополимера 

 

Синтезируются ПГА прокариотическими микроорганизмами в ходе 

сложного многоступенчатого биосинтетического процесса. Модельным ор-

ганизмом для исследований ПГА является Ralstonia eutropha. Она может на-

капливать П(3ГБ) в виде множества, а содержание биополимера в клетке дос-

тигает чем до 90 % от веса сухoй биомассы [10], со средним конечным чис-

лом гранул в типичной ПГА-производящей клетке около десяти [11]. 

Автотрофный и гетеротрофный рост R. eutropha H16 приводит к полу-

чению центрального метаболита ацетил-CoA (рисунок 3). Во время синтеза 

жирных кислот, производные ацетил-СоА конденсируются на ациле (ACP), 

для получения ряда с увеличением длины для реализации синтеза липидов. 

Экспрессия ацил-АСР-тиоэстераз позволяет осуществлять гидрoлиз ацил-

АКТ и высвобождение жирных кислот, некоторые представители которых 
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способны пересекать липидную мембрану. Жирный кислоты могут повторно 

потребляться через путь β -окисления, в ходе которого удаляется два атома 

углерода из жирной кислоты с получением ацетил-СоА. Ведение жирных ки-

слот в β -окисление катализируется один или несколько ацил-CoA-лигаз. Не-

сколько гомологов каждой стадии β -окисления пути были идентифицирова-

ны в геноме R. eutropha H16, с числом гомологов указанных в скобках. Аце-

тил-CoA также мoжет быть превращен в ПГБ через действие трех ферментов 

(phaCAB) в периоды избытка углерода, и ограничении питательных веществ, 

таких как азот или фосфор. Синтез ПГБ и β-окисление имеют общие метабо-

лические интермедиаты и могут быть согласованным. Пунктирная линия 

указывает на возможность включения 3-гидроксилацил-СоА в путь синтеза 

ПГБ и быть включенным в полимер. ПГА-синтаза – один из ключевых фер-

ментов синтеза биополимеров, который катализирует формирование эфир-

ных связей в процессе полимеризации мономеров [12]. 

 
Рисунок 3 - Схема производства и поглощения жирных кислот [13]  

 

Швейцарские ученые в 1998 году сделали заключение о том, что регу-

ляция метаболизма ПГА может происходить на четырех разных уровнях:  

1) активация экспрессии pha гена вследствие конкретных экологиче-

ских факторов, как например, нехватка питательных веществ;  
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2) активация синтетических ферментов ПГА с помощью специфиче-

ских клеточных компонентов, а также промежуточных продуктов метабо-

лизма;  

3) ингибирование метаболических ферментов конкурирующих путей и, 

следовательно, обoгащение необходимыми промежуточными соединениями 

для синтеза ПГА;  

4) комбинации всех этих уровней [14].  

 Способность водородоокисляющих бактерий синтезировать ПГА в ав-

тотрофных условиях с СО2 как источником конструктивного метаболизма и 

H2 - как источником метаболизма энергии, делают их хорошими кандидатами 

для коммерческого производства биополимера [15].  

Количество микроорганизмов, способных накапливать ПГА, насчиты-

вает свыше трёхста штаммов. Среди них представители аэробов и анаэробов, 

гетеротрофов, фототрофов, архебактерий и др. микроорганизмов. В числе 

изученных природных продуцентов биополимера представители различных 

таксонов: Pseudomonas putida [16], Comamonas testosteroni [17], Ralstonia 

eutropha [18], Aeromonas hydrophila [19, 13, 20], Rhodospirillum rubrum [21] и 

др. В вышеперечисленных работах описаны процессы синтеза ПГА на раз-

ных субстратах, служащих основным источником углерода: сахара, органи-

ческие и жирные кислоты. В работе [20] исследовали природный штамм 

Aeromonas hydrophila ATCC 14715 с использованием в качестве источника 

углерода масло зародышей пшеницы, соевого масло, масло семян капусты, 

гексаноат, а также 3ГБ в различных комбинациях. В работе научного коллек-

тива под руководством Чен [13] культивировали другой природный штамм 

Aeromonas hydrophila 4AK4, здесь в качестве углеродного субстрата исполь-

зовали глюкозу и лауриновую кислоту. Бактерии выращивали в условиях ли-

митирования азотом или фосфором. В результате исследований синтезирова-

ны сополимеры с выходом ПГА 51 % от а.с.м. Штамм Comamonas testosteroni 

способен синтезировать ПГА, используя в качестве единственного источника 

углерода кокосовое масло. При этом выход ПГА составлял 87,5 % от а.с.м. 
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[17]. В работе [16] авторы культивировали Pseudomonas putida Bet001, выде-

ленный из отходов производства пальмового масла, на олеиновой кислоте и в 

качестве единственного источника углерода и энергии в двухступенчатом 

периодическом процессе ферментации авторами использованы различные 

жирные кислоты. 

Известные ПГА производители среди водородоокисляющих штаммов 

микроорганизмов - бактерии рода Cupriavidus [22]. Для получения полимеров 

на основе биосинтеза бактерий Cupriavidus eutrophus В10646 используют в 

качестве основного субстрата глюкозу, карбамид и минеральное сырье.  

 

1.3 Выделение продуктов биотехнологического синтеза 
 

Для извлечения гранул ПГА необходимо разрушить бактериальную 

клетку и удалить слой белка, покрывающий гранулы биополимера [23]. Так, 

как ПГА является внутриклеточным прoдуктом, поэтому методы, используе-

мые для его извлечения, фокусируются либо на его солюбилизации, либо на 

солюбилизации неполимерных клеточных материалов, состоящих из нуклеи-

новых кислот, фосфолипидов, липидов, пептидогликана и белков [24].  

Различные исследователи оценили, что приблизительно половина 

стоимости производства ПГА связана с экстракцией и очисткой полимера 

[25-27]. Следовательно, затраты на выделение ПГА должны быть сведены к 

минимуму. Это приводит к тому, что существует необходимость разработки 

результативных способов извлечения и очистки ПГА для экономически эф-

фективного производства биополимера. Наряду с этим, также необходимо 

сохранять качественные характеристики ПГА, которые обеспечивают свой-

ства материала: молекулярную массу полимера, его чистоту [25]. В растворах 

в равновесном состоянии макромолекулы полимерных материалов могут об-

разовывать различные конформационные структуры, зависящие от типа рас-

творителя, длины и жесткости молекулярных цепей, химической структуры 

мономолекулярных секторов.  
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Выделение и очистка полимеров является важным шагом для их анали-

за и характериcтики. Существует большинство различных методов, исполь-

зуемых для извлечения ПГА из клеток. Они включают экстракцию органиче-

скими растворителями; обработку биомассы растворами щелочей, кислот, 

детергентов, ферментами, а также их различные сочетания [2, 7,28]. 

1.3.1 На промышленном уровне наиболее часто используется метод 

экстракции галогенизированными растворителями (хлороформ, дихлорме-

тан). В нем участвуют две основные стадии: во-первых, это изменение про-

ницаемости клеточной мембраны, что позволяет высвободить и солюбилизи-

ровать ПГА. Затем следует его нерастворимое осаждение [7]. Стадия предва-

рительной обработки клеточной биомассы может быть вставлена в процесс 

извлечения и имеет целью дестабилизировать и (или) разрушить стенку бак-

териальной клетки и облегчить действие растворителя в процессе экстрак-

ции.  

При комнатной температуре типичные галогенированные экстракцион-

ные растворители, такие как хлороформ [29, 30], дихлорметан (метиленхло-

рид) [2], полихлорированный этан (1,2-дихлорэтан, 1,1,2 -трихлорэтан, 

1,1,2,2-тетрахлорэтан) применяют для экстракции коротко- и среднецепочеч-

ных ПГА. Тетрахлорэтан является наилучшим растворителем ПГА, однако, 

его использование нежелательно по причине высокой токсичности (является 

сильным почечным и печенoчным ядом); предельно допустимая концентра-

ция паров в воздухе 0,001 мг/м3. [15]. После экстракции ПГА растворимость 

полиэфира резко сводится к минимуму путем добавления «антирастворителя 

ПГА», обычно низкомолекулярных спиртов (главным образом этанола или 

метанола), гексана, эфира, ацетона или воды. Это приводит к осаждению вы-

сокоочищенного ПГА.  

Хлороформ и другие хлорированные углеводороды растворяются все 

ПГА из смешанной культуре биомассы. Способ, в котором используют оба 

типа растворителя (экстракция липидов с последующим растворением поли-

мера) применяется во многих исследованиях. Растворенный полимер отде-
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ляют от растворителя, обычно выпариванием или осаждением спиртом или 

ацетоном, таким как метанол. Экстракция растворителем широко использу-

ется для извлечения ПГА с высокой степенью чистоты [4]. При этом исполь-

зуются два основных этапа: модификацию проницаемости клеточной мем-

браны, что позволяет высвобождение и солюбилизацию ПГА; осаждение без 

растворителя. Экстракция ПГА осуществляется такими растворителями, как 

хлороформ, 1,2-дихлорэтан, дихлорметан или некоторыми циклическими 

карбонатами - этиленкарбoнат и 1,2-пропиленкарбонат. Осаждение ПГА 

обычно индуцируется нерастворителем, таким как метанол и этанол. Экс-

тракция растворителями имеет несомненное преимущество перед другими 

методами извлечения ПГА с точки зрения эффективности. Однако вызывает 

незначительную деградацию полимеров. К сожалению, широкомасштабное 

применение экстракции растворителем, обычно, рассматривается как метод, 

который не является экологически чистым. Кроме того, несколько других 

факторов препятствуют использование растворителей, таких как эксплуата-

ционные расходы,  высокая вязкость экстрагированного раствора полимера, 

когда концентрация полимера превышает 5 %. Вязкость раствора влияет на 

удаление клеточных остатков, приводящее к длительной сепаративной обра-

ботке [31].  

1.3.2 Поверхностноактивные вещества, такие как анионный додецил-

сульфат натрия (ДДС- Na), разрушают клетки путем включения в липидной 

мембраны бислоя. Он проникает в мембраны для увеличения объема клеточ-

ной оболочки. Далее разрывает мембраны для получения мицелл ПАВ и 

мембраны фосфолипидов, это приводит к высвобождению полимера в рас-

твор, окруженного клеточными остатками. Некоторые ПАВ (пальмитоил, 

карнитин, сурфактант) лизируют R.eutropha и A. latus. Преимущество этого 

метода исходит из того, что ПАВ лизирует клетки без разрушения полимер-

ных гранул. Другой метод состоит в восстановлении ПГА непосредственно 

из культуральной жидкости с высoкой плотностью клеток, без предваритель-

ной обработки, путем добавления ДДС-Na, встряхивания, нагревания и про-
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мывки. На R. eutropha, чистота ПГА бoлее 95 % и скорость извлечения более 

90 % было получено с отношением ДДC-Na / биомассы выше. Ряд работ по-

священ методу обработки биомассы детергентами [32, 33], который отлича-

ется тем, что детергенты разрушают различные компоненты клетки, оставляя 

молекулы ПГА нетронутыми, что является главной целью процесса экстрак-

ции. Например, после обработки биомассы Ralstonia eutropha растворами 

ДДC-Na различной концентрации и нагревания суспензии до 90°С удалось 

выделить гранулы полимера, содержащие только 3 - 4 % примесей. Проведе-

но исследование, в котором получены образцы полимера с низким остаточ-

ным содержанием липидов (0,4 – 0,6 %), однако в полимере помимо липидов 

и жирных кислот, зафиксировано наличие белковых веществ в концентрации 

до 6 %. С целью повышения полноты извлечения полимера и снижения ко-

личества примесей в нем исследoван комбинированный метод, при котором 

биомассу предварительно обрабатывали раствором 5 % ДДC-Na в течение 

часа при 60 °С, затем центрифугировали и отмывали водой. Далее проводили 

очистку дихлорметаном с последующим осаждением П3ГБ гексаном. Для 

этого полимер, полученный на первой стадии, трёхкратно экстрагировали 

равными порциями дихлорметана в соотношении 1:10 при нагревании. Сте-

пень извлечения П3ГБ составила 98 – 99 %. Молекулярная масса составила 

от 6,2∙105 - 6,8∙105 г/моль, коэффициент полидисперсности для образцов ле-

жал в пределах 2,9 – 3,2. Найдены оптимальные параметры процесса: кон-

центрация ДДС-Na 5 %; температура 60 °С, время обработки 40 мин [2].  

Одним из основных преимуществ этого метода является то, что позво-

ляет восстановить полимер непосредственно из высоких плoтностей клеток: 

50-300 г сухой клетки. Использование только ПАВ не может обеспечить вы-

сокую чистоту ПГА (более 97 %), для этого необходимы другие агенты, та-

кие как гипохлорит и гидроксид натрия необходимы. Кроме того, высокая 

доза поверхностно-активного вещества вызывает проблемы очистки в сточ-

ных водах и повторное использование [23, 25]. 
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1.3.3 Одним из распространённых методов является использование ги-

похлорита натрия, который солюбилизирует клеточную массу и оставляет 

ПГА нетрoнутым. Однако он может разрушить ПГА, что приводит к 50 % 

снижению молекулярной массы. Это объясняется тем, что гипохлорит натрия 

является сильным окислителем, и существенное количество хлора остается в 

ПГА. Как правило, аморфные гранулы ПГА относительно восприимчивы к 

щелочному омылению и быстро разлагается в мономеры и олигомеры в каче-

стве растворимых продуктов. Добавление антиоксиданта: например бисуль-

фит натрия, может избежать деградации молекулярного веса. Кроме того, из 

недостатков этого метода можно отметить его дорогую стоимость [34, 35]. 

1.3.4 Гидроксид натрия и калия эффективно разрушают клеточную 

стенку, способствуя проникнoвению экстрагентов ПГА в клетку. Учитывая, 

что щелочи недороги и эффективны, их применения так же описывается в 

литературе. Очищенный ПГА, полученный по данному методу является бо-

лее подходящим для биомедицинских целей и может уменьшить количество 

эндотоксина в полимере. Однако щелочи могут изменить физические и меха-

нические свойства ПГА, что обусловлено значительным гидролизом полиме-

ра и его снижение молекулярной массы. ПГА с чистотой около 91 % и выхо-

дом 93 % получали из рекомбинантной Е. coli, содержащей ПГА-ген С. 

necator с использованием 0,1 М раствора NaOH или KOH при 30 °C в течение 

1 ч. При использовании данного метода отмечались значительные потери 

ПГА и снижение молекулярной массы. Было показано, что использование 

гидроксида натрия на 25 % снижает стоимость экстракции при сравнении с 

методом расщепления поверхностно-активным веществом-гипохлоритом [36, 

37].  

1.3.5 Ферментативное расщепление представляет собой сложный про-

цесс извлечения ПГА. Этот метод заключается в добавлении в клеточную 

биомассу ферментов для гидролиза клетки, которые содержат полимер. Раз-

личные типы ферментов используются в этом процессе, особенно протеазы. 

такой метод привлекателен из-за мягких условий эксплуатации, высокой се-
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лективности ферментов для гидролиза белков клеточной стенки бактерий и 

последующего лизиса, без воздействия на полимер и качество извлеченного 

полимера [38]. Протеазы трипсин, химотрипсин, папаин и бромелайн, и α -

глюкозидазцеллюлазы и лизоцима являются ферментами, изучаются как спо-

собные расщеплять ковалентные связи, аналогичные найденным в пептидог-

ликан-β-1,4-гликозидных звеньях - самой жесткой структуры бактерий кле-

точной стенки. Наилучший результат - получение ПГА 89 % чистоты был 

достигнут с 2 % бромелайном при 50 °C и рН = 9,0. Эксперименты проводи-

лись также с панкреатином, что приводило к 90 % чистоты полимера [39]. 

Результаты показали, что применение ферментных препаратов для экстрак-

ции полимера является эффективным процессом, который помогает в разру-

шении клетки Cupriavidus necator [40]. 

Бразильскими исследователями был разработан метод извлечения ПГА, 

производимый C. necator с участием тепловой обработки, ферментативного 

гидролиза и восстановления полимера с хлороформом. Гликозидазы гидро-

лизировали клеточный материал после термической обработки в автоклаве в 

течение 15 мин при 121 °C для последующей дестабилизации клеточной 

стенки и облегчения ферментативного гидролиза [38]. Извлечение ПГА было 

выполнено с добавлением хлороформа и последующего центрифугирования, в 

котором получали раствор полимера в растворителе. После испарения раство-

рителя, произошло образование полимерной пленки с 94,5 % извлечением 

ПГА (с чистотой 91 %). 

Таким образом, для получения ПГА с высоким показателем чистоты, 

наиболее приемлемым методом является экстрагирование хлорсодержащими 

растворителями. Предварительная обработка биомассы полярными раствори-

телями, такими как этанол или ацетон, оказывается полезной для удаления 

липидов из биомассы и ослабления защитной функции клеточной стенки, что 

облегчает последующую экстракцию растворителем. Повторное растворение 

и осаждение полимера резко повышает чистоту окончательно полученного 

продукта [41]. 
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1.4 Молекулярно - массовые характеристики полимера 

 
Молекулярная масса является важной характеристикой высокомолеку-

лярных соединений - она определяет  технологические и физические свойст-

ва полимеров. В группе ПГА молекулярная масса является вариабельным па-

раметром и может составлять от нескольких сотен до миллионов дальтон. 

Данная величина зависит от типа используемого продуцента, условий его 

выращивания, типа ПГА-синтазы, источника углеродного питания для бакте-

рий, субстратов-предшественников для синтеза ПГА, наличия ферментов, 

которые гидролизуют полимер и уровень экспрессии ПГА-синтазы, длитель-

ности культивирования, pH среды и температуры, метода экстракции поли-

мера из биомассы и применяемых растворителей [12, 42]. Прочность пленок 

из ПГА возрастает с увеличением их молекулярной массы. При этом выявле-

но, что в сополимерных композициях молекулярный вес основного полимера 

меняется пропорционально количеству вводимого полимера. Число моно-

мерных звеньев, входящих в состав различных молекул одного и того же по-

лимерного вещества различно, вследствие чего молекулярная масса макро-

молекул полимера также неодинакова. Поэтому при характеристике полиме-

ров обычно говорят о среднем значении молекулярной массы. Данные по мо-

лекулярной массе ПГА достаточно противоречивы.  Так, в работе [43] сред-

невесовая мoлекулярная масса полимеров составила 300 кДа, в то время как 

при содержании поли -3-гидроксигексаноата 87,0 мол.% оказалась в два раза 

ниже – около 160 кДа. У образцов с низким содержанием 3ГГ 5,0 и 12,0 

мол.% значение средневесовой молекулярной массы было выше, но незначи-

тельно – 635 и 440 кДа, соответственно. Такие результаты, могли бы свиде-

тельствовать о том, что с увеличением включения фракции 3ГГ молекуляр-

ная масса сополимера снижается, однако в работе [44] Вонг с коллегами по-

казал неоднозначность данного утверждения.  

Молекулярно-массовое распределение пoлимера (полидисперсность) - 

является одной из важнейших характеристик высокомолекулярных соедине-
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ний, которая отражает кинетический процесс полимеризации и определяет 

эксплуатационные характеристики полимеров, предсказывая пути его пере-

работки и определяется соотношением количеств ni макромолекул различной 

молекулярной массы Mi в данном полимере. Полидисперсность оказывает 

существенное влияние на физические характеристики полимеров, и прежде 

всего на механические свойства. 

Повышенное содержание высокомолекулярных фракций в полимере 

сообщает ему более высокие прочностные характеристики, повышенную 

твердость и температуростойкость. Начало пластического течения таких по-

лимеров, смещается в область более высоких температур. Полимеры с боль-

шим содержанием низкомолекулярных фракций имеют низкие прочностные 

параметры, и в целом обладают худшими механическими свойствами. Сред-

няя молекулярная масса и молекулярно-массовое распределение являются 

важными контрольными величинами при получении полимеров с нужными 

механическими свойствами [31]. 

 

 1.5 Оптимизация первого этапа процесса экстракции: кинетика и моде-

лирование 

 

В связи с тем, что ПГА синтезируются при несбалансированном росте 

и используются клетками в качестве эндогенного депо энергии и углерода, 

получение высоких выходов по биомассе с высоким внутриклеточным со-

держанием полимера представляется проблематичным. Факторы, обеспечи-

вающие cуперпродукцию биополимера, видо- и штаммоспецифичны, поэто-

му основополагающей задачей для биотехнологии этих биомолекул является 

исследование и нахождение условий, максимизирующих выходы ПГА у кон-

кретных штаммов. Учитывая сложность, а также многофакторность и много-

стадийность процеcса экстракции ПГА из биомассы бактерий, необходимо 

выполнять оптимизацию технологии, основанную на регрессионном анализе 

многофакторного эксперимента первого этапа процесса экстракции. Для это-
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го применяют различные подходы: Box–Behnken design, планы эксперимента 

Бродского В.З. и др. Более современные работы обрабатываются при помощи 

специальных статистических программ, таких как MINITAB  for Windows, 

Release 14 software, Statgraphics [4, 45]. Выделяются входные и выходные па-

раметры анализируемого процесса. В работах, посвященных оптимизации 

параметров выведены уравнения, описывающие процесс, также представлен 

корреляционный анализ. Таким образом, выбор плана экcперимента для оп-

тимизации параметров процесса экстракции ПГА представляет практическую 

значимость [45, 46]. 

Были выбраны факторы, и их значения, влияющие на выходные пара-

метры: время, температура, концентрация растворителя (этанола) и соотно-

шение растворитель:биомасса. В качестве выходных параметров выбраны 

следующие показатели: количество экстрактивных веществ, молекулярная 

масса и чистота полимера.  

Таким образом, после сравнения существующих методик выделения 

ПГА, в магистерской работе был выбран метод выделения продуктов биотех-

нологического синтеза, который значительно снижает расходы реагентов и 

позволяет получать полимер высокой чистоты [2]. По изученным литератур-

ным источникам для получения регрессионных зависимостей был реализован 

симметричный ортогoнальный план главных эффектов три, предложенный 

В.З. Бродским [47]. 
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2 Методическая часть 

 

2.1 Исследуемые микроорганизмы 

 

Объектами исследований были природные штаммы бактерий  

Cupriavidus eutrophus В10646, характеризующиеся способностью к синтезу 

ПГА. C. eutrophus В10646 зарегистрирован во Всероссийской коллекции 

промышленных микроорганизмов. Бактериальные штаммы этого рода хоро-

шо известны среди водородокисляющих бактерий как продуценты ПГА. 

Первоначально данные микроорганизмы были описаны как Hydrogenomonas 

[48]. Впоследствии они стали предметом частых таксономических рекласси-

фикаций: Alcaligenes, Ralstonia, Wautersia, Cupriavidus [49]. 

Тем не менее, систематическое название Ralstonia оставалось наиболее 

установленным в научном сообществе. Типовой вид – Ralstonia eutropha [50]. 

Благодаря своей метаболической универсальности Ralstonia eutropha может 

преобразовать широкий спектр возобновляемых гетеротрофных ресурсов в 

различные ценные соединения [50]. Поэтому штаммы R. eutropha рассматри-

ваются как микроорганизмы, имеющие выдающийся биотехнологический 

потенциал [51]. Схема эксперимента представлена на рисунке 4. 

 

2.2 Условия роста бактерий Cupriavidus eutrophus В10646 

 

Бактерии выращивали в периодическом двустадийном режиме, разра-

ботанном ранее для синтеза ПГА [52]. Посевной материал получали путем 

ресуспендирования  музейной культуры, хранящейся на агаризованной среде. 

Музейную культуру выращивали в жидкой солевой среде Шлегеля при стар-

товой концентрации глюкозы 10 г/л. Для выращивания бактерий за основу 

принята среда следующего солевого состава: Na2HPO4⋅H2O – 9,1 г/л; KH2PO4 

– 1,5 г/л; MgSO4⋅H2O – 0,2 г/л; Fe3C6H5O7⋅7H2O – 0,025 г/л и сбалансирован-

ная кислотно-солевая среда [53]. Источником железа служил раствор железа  
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культура Cupriavidus eutrophus В10646 

культивирование 

бактериальная суспензия (≈70 г/л) 

сушка 

биомасса (влажность ≈ 3 %) 

трехкратная экстракция (этанолом)  
 

экстракция (дихлорметаном) 

осаждение (гексан) 

количество биомассы 

суммарное количество 
экстрактивных веществ 

молекулярная масса ПГА содержание и состав ПГА 

ПГА 

метанолиз гель-проникающая хроматография 

Рисунок  4- Схема эксперимента  
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лимоннокислого (5 г/л), который вводят из расчета 5 мл/л. Микроэлементы 

вводили по прописи Хоагланда из расчёта 3 мл стандартного раствора на 1 л 

среды. Стандартный раствор содержит: H3BO3 – 0,288 г/л; CoCl2 ⋅6H2O – 

0,030 г/л; CuSO4⋅5H2O – 0,08 г/л; MnCl2⋅4H2O – 0,008 г/л; ZnSO4⋅7H2O – 

0,176  г/л; NaMoO4⋅2H2O – 0,050 г/л; NiCl2 – 0,008 г/л. В качестве источника 

азота использовали мочевину. Сведения о сырье и материалах, используемых 

в процессе культивирования приведены в таблице 1. 

 

Таблица 1  - Сведения о сырье и материалах 

 

Культивирование бактерий проводили в стерильном режиме на опыт-

ном производстве Сибирского федерального университета, с использованием 

Наименование материала Нормативная доку-

ментация 

Глюкоза (С6Н12Об) ГОСТ 975-88 

Карбамид ((NH2)2CO) ГОСТ 6691-77 

Натрий фосфорнокислый двузамещеный (Na2HP04⋅l2H20) ГОСТ 4172-76 

Калий фосфорнокислый однозамещенный (КН2Р04) ГОСТ 4198-75 

Магний сернокислый (MgS04⋅7H20) ГОСТ 4523-77 

Железо лимоннокислое (C6H507Fe⋅H20) ТУ6-09-01719-87 

Купорос медный (CuS04⋅5H20) ГОСТ 19347-99 

Марганец хлористый (МпС12⋅4Н20) ГОСТ 612-75 

Никель хлористый (NiCl2) ГОСТ 4038-79 

Купорос цинковый (ZnS04⋅7H20) ГОСТ 8723-75 

Кобальт хлористый (СоС12⋅6Н20) ГОСТ 4525-77 

Кислота борная (Н3В03) ГОСТ 9656 

Дихлорметан (СН2С12) ГОСТ 9968-86 

Гексан (C6H14) ТУ 2631-003-

05807999-98 

Бутандиол-1,4 (С4Н10О2) ТУ 6-09-2822-78 
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ферментёров фирмы Bioengineering (Швейцария) - объем аппарата 30 л (ра-

бочий объем от 5 до 20 л) и 150 л (рабочий объем от 10 до 110 л).  

В ходе экспериментов периодически отбирали пробы культуры (каж-

дые 5 ч). Контроль оптической плотности и азота, определение содержания и 

состава полимера, определение сухой биомассы клеток. 
 

2.3 Определение сухой биомассы клеток  

 

Концентрацию клеток Х, г/л, регистрировали весовым способом. Для 

этого брали аликвоты бактериальной суспензии, объемом 10-25 мл, центри-

фугировали 10 мин при 6000 об/мин; дважды отмывали клетки от солей дис-

тиллированной водой и снова центрифугировали. Отмытые клетки переноси-

ли в бюксы, предварительно доведенные до постоянного веса. Пробы сушили 

при температуре 105 оС в течение суток, охлаждали в эксикаторе и взвешива-

ли. Биомассу бактерий в культуре определяли как разницу между весом бюк-

са с клетками и весом чистого бюкса. 

Удельную скорость прироста биомассы (Х) и прироста ПГА рассчиты-

вали по формуле 1: 𝜇 = ln(Х₂/Х₁)𝑡₂−𝑡₁      (1) 

где µ - удельная скорость роста, ч-1; 

X1 и X2 – концентрации биомассы (ПГА) соответственно в начальный и 

конечный период; 

(t2-t1) – период времени. 

 

2.4 Выбор факторов для плана оптимизации  

 

Снижение стоимости процесса экстракции ПГА является актуальной 

задачей для практической применимости технологии. На данный момент из-

вестные методы извлечения полимера из биомассы, которые не соответству-

ют многим требованиям, таким как расходы на реагенты, чистота получен-
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ных ПГА и полнота их извлечения. Несовершенство методов ставит целью 

улучшение процессов экстракции и выделения эффективности этих процес-

сов и уменьшения себестоимости конечного продукта. 

Реализация многофакторного эксперимента позволит оценить влияния 

различных параметров на выходные характеристики продукта и обеспечить 

максимальный выход продукции с минимальными затратами. Поэтому необ-

ходимо определить входные параметры процесса экстракции позволяющие 

минимизировать время и температуру экстракции, использование органиче-

ских растворителей в связи с их высокой стоимостью, и также обеспечиваю-

щие высокий выход и чистоту полимера с сохранением его структуры [54]. 

На основании предварительных исследований получены данные о 

влиянии ряда факторов на процесс экстракции. Важными факторами, оказы-

вающими воздействие на полноту извлечения полимера и снижения количе-

ства примесей, степень чистоты ПГА, а также на молекулярно-массовые ха-

рактеристики, являются температура и время спиртовой экстракции, концен-

трация растворителя и объемное соотношение биомассы и экстрагента. 

 

2.5 Методика проведения математической обработки процессов экс-

тракции ПГА 

 

В магистерской работе для построения математической модели процес-

са, а также проверки ее адекватности и оценки влияния на процесс каждого 

учитываемого технологического фактора используем регрессионный анализ. 

Этот метод позволяет устанавливать значения факторов и диапазоны их 

варьирования по своему усмотрению, согласно технологическому процессу.  

Для получения регрессионных зависимостей был реализован симмет-

ричный ортогональный план главных эффектов 3, предложенный В.З. Брод-

ским [47]. Выбор этого плана определился следующими его достоинствами: 

- для реализации данного плана необходимо небольшое число опытов.  
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- коэффициенты регрессии вычисляются независимо друг от друга с 

одинаковыми минимальными дисперсиями. 

- полученное уравнение регрессии дает одинаковую погрешность вы-

ходного параметра на одном и том же расстоянии от центра плана.  

В качестве основных факторов, влияющих на процессы экстракции, 

выбраны следующие:  

X1 – температура процесса экстракции, °С (30, 45, 60); 

X2 – время процесса экстракции, мин (30, 60, 90); 

X3 – концентрация этилового спирта, % (70, 83, 96); 

X4 – объемное соотношение биомассы и экстрагента (4:1; 6:1; 8:1) 

Выбор независимых переменных и пределы их варьирования производил-

ся на основании литературных данных и предварительных экспериментов. 

В качестве параметров оптимизации приняты: 

Y1 – содержание экстрактивных веществ, %; 

Y2 – молекулярная масса (ММ) ПГА, кДа; 

Y3 – чистота ПГА, %. 

Выбран симметричный равномерный план [47]. Исходная матрица 

имеет следующий вид (таблица 2). 

 
Таблица 2 – Исходная матрица 

Номер F1 F2 F3 F4 

1 0 0 0 0 

2 1 0 1 1 

3 2 0 2 2 

4 0 1 1 2 

5 1 1 2 0 

6 2 1 0 1 

7 0 2 2 1 

8 1 2 0 2 

9 2 2 1 0 
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Таблица 3 - Подставление в соответствии факторам Fi натуральных пе-

ременных Xi: 

i Наименование факторов 
Уровни 

Fi 

Уровни 

Xi 
Шаг 

1 

Температура процесса экс-

тракции, °С  

0 

1 

2 

30 

45 

60 

λ = 15 

2 

Время процесса экстракции, 

мин  

0 

1 

2 

30 

60 

90 

λ = 30 

3 

Концентрация этилового 

спирта, % 

0 

1 

2 

70 

83 

96 

λ = 13 

4 

Объемное соотношение био-

массы и экстрагента  

0 

1 

2 

4 

6 

8 

λ = 2 

 

Таблица 4 - Матрица в натуральном виде 

Номер X1 X2 X3 X4 

1 30 30 70 4 

2 45 30 83 6 

3 60 30 96 8 

4 60 60 83 8 

5 45 60 96 4 

6 60 60 70 6 

7 30 90 96 6 

8 45 90 70 8 

9 60 90 83 4 
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Для определения степени влияния отдельных технологических пара-

метров на процесс экстракции нами рассматривались одномерные сечения 

поверхности отклика, которые получали из соответствующих уравнений рег-

рессии с применением программы Microsoft Excel. Для этого одной из неза-

висимых переменных придавали ряд произвольных значений и, фиксируя ос-

тальные на нулевом уровне, находили соответствующий ряд значений функ-

ции отклика.  

2.5.1 Обработка данных программного пакета Microsoft Office 

Статистическую обработку результатов проводили по стандартным ме-

тодикам с использованием программного пакета Microsoft Office. 

Планирование эксперимента применяется для изучения механизмов 

протекающих биотехнологических процессов и их оптимизации. Задачей 

планирования является выбор необходимых для эксперимента опытов, мето-

дов математической обработки их результатов и принятия решений. Плани-

рование эксперимента предполагает активное вмешательство в процесс и 

возможность выбора в каждом опыте тех факторов, которые представляют 

интерес. Все способы воздействия на изучаемый объект обозначаются буквой 

X и называются факторами. Каждый фактор может принимать в опыте одно 

из нескольких значений, такие значения называются уровнями. При планиро-

вании эксперимента полученные результаты должны быть воспроизводимы-

ми, а объект управляем. 

По результатам факторного эксперимента описание функции отклика, 

будет представлен в виде линейного уравнения регрессии. 

Расчет параметров линейной регрессии описано по ниже приведенной 

методике. 

Уравнение множественной регрессии может быть представлено в виде: 

Y = f(β , X) + ε,                                       (2) 

где X = X(X1, X2, ..., Xm) - вектор независимых (объясняющих) пере-

менных;  

β - вектор параметров (подлежащих определению);  
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ε - случайная ошибка (отклонение);  

Y - зависимая (объясняемая) переменная. 

Теоретическое линейное уравнение множественной регрессии имеет 

вид:  

 

Y = β0 + β1X1 + β2X2 + ... + βmXm + ε,                          (3) 

 

β0 - свободный член, определяющий значение Y, в случае, когда все 

объясняющие переменные Xj равны 0. 

2.6.2 Обработка данных в пакете Statgraphics 

В планировании эксперимента особое внимание уделяется способам 

отображения экспериментальной информации. В Statgraphics включен боль-

шой спектр графических процедур, которые позволяют подбирать, а также 

ясно и точно видеть особенности анализируемого материала, начиная от карт 

Парето и заканчивая трехмерными поверхностями отклика разного вида. 

Statgraphics plus for Windows включает более 250 статистических и систем-

ных процедур, применяющихся в бизнесе, экономике, маркетинге, медицине, 

биологии, технике и в других областях. Пакет имеет модульную структуру, 

каждый модуль имеет собственное меню. Меню Describe (Описание) содер-

жит статистические методы анализа по одной и множеству переменных, про-

цедуры подбора распределений, средства табуляции и кросс-табуляции дан-

ных. Меню Compare (Сравнение) включает методы сравнения двух и более 

выборок данных, процедуры одно- и многофакторного дисперсионного ана-

лиза. Меню Relate (Соотношения) содержит процедуры простого, полиноми-

ального и множественного регрессионного анализа. Для расширения воз-

можностей системы имеются дополнительные модули, инициализация кото-

рых осуществляется через меню Special (Специальные). К ним относятся 

следующие модули.  

Модуль Quality Control (Контроль качества) предназначен для оценки 

эффективности всех звеньев производственного процесса и формирования 
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соответствующих карт.  Модуль Experimental Design (Планирование экспе-

римента) помогает сформулировать критерий оптимальности плана экспери-

мента, подобрать наилучший план, организовать сбор и обработку требуемой 

информации. Модуль Time-Series Analysis (Анализ временных рядов) содер-

жит описательные методы, процедуры сглаживания рядов, сезонной деком-

позиции и прогнозирования. Модуль Multivariate Method (Многомерные ме-

тоды) предназначен для изучения и раскрытия взаимоотношений множества 

факторов (переменных).  

 
2.6  Методы выделения продуктов биотехнологического синтеза 

 

Экстракция ПГА, полученных при культивировании бактерий 

Cupriavidus eutrophus B-10646 на глюкозном субстрате, подразумевает собой 

использование полярных (этанол – в качестве первичного экстрагента для 

растворения примесей в биомассе) и неполярных растворителей (дихлорме-

тан, хлороформ – в качестве экстрагентов, гексан – в качестве осадителя) [2]. 

Также, для осаждения возможно использование этанола. 

Два основных шага для получения полимера, это, во-первых, измене-

ние проницаемости клеточных мембран, что позволит высвободить и раство-

рить молекулы ПГА. После выделения полимера, следует осаждение ПГА в 

виде осадка и его фильтрация. Извлечение полимера с помощью растворите-

лей проходит без потери его качества за счет повышения проницаемости кле-

точной мембраны и последующей солюбилизации ПГА. Добавление к ди-

хлорметану этилового спирта и проведение трёхкратной экстракции с нагре-

ванием повышает выход ПГА. 

  

2.7 Метод спиртовой экстракции 

 

Процесс экстракции подчиняется законам равновесного распределения 

и диффузии. Динамическое равновесие между концентрациями экстрагента и 
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экстрагируемого вещества наступает при массообмене между фазами, когда 

из одной фазы во вторую переносится столько же вещества, сколько из вто-

рой в первую. Выравнивание концентраций по всему занимаемому объему 

означает окончание массообмена между фазами. Ряд факторов оказывает 

влияние на ведение экстракции (температура, время экстракции, количество 

и тип экстрагента). Этанол обезвоживает клетки и подвергает разрушению 

бислойные клеточные мембраны. Происходит агрегация липидов внутри нее 

и накопление воды, что приводит к снижению барьерных функций мембраны 

[2]. Процесс подготовки биомассы для дальнейшего извлечения из нее поли-

мера проходит в несколько стадий. 

1 Очистка биомассы от липидов и белковых фракций. Для этого ис-

пользовался этиловый спирт. Экстракция этиловым спиртом проходит с ис-

пользованием обратного холодильника  на магнитной мешалке Heidolph MR 

Hei-Standard (Германия). 

2 Фильтрация биомассы с помощью воронки Бюхнера, склянки Бунзе-

на, вакуумного насоса Millipore WP6122050 (Billerica, США) и бумажного 

фильтра «красная лента». 

3 Экстракция биомассы органическим растворителем (дихлорметаном) 

проводится путем кипячения при перемешивании на магнитной мешалке с 

обратным холодильником про 40 °С.  

4 Фильтрация экстракта с помощью воронки Бюхнера, склянки Бунзе-

на, вакуумного насоса и бумажного фильтра «красная лента». Оставшийся 

шрот после экстракции анализируется на остаток полимера, жирных кислот. 

При низкой концентрации полимера шрот утилизируется, при высокой – 

проводится повторная экстракция дихлорметаном.  

6 Осаждение экстракта этанолом (соотношение «раствори-

тель:биомасса» определяется номером реализуемого эксперимента в плане) и 

дальнейшая фильтрация полимера от осадителя. 
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2.8 Исследование содержания и состава ПГА 

 

Внутриклеточное содержание полимера в клетках и его состав опреде-

ляли хроматографией метиловых эфиров жирных кислот после метанолиза 

биомассы на хромато-масс-спектрометре Agilent Technologies 7890А с масс 

детектором Agilent Technologies 5975С («Agilent», США). Метанолиз проб 

проводили следующим образом: к навеске сухой биомассы (4,0–4,5 мг) до-

бавляли 1 мл внутреннего стандарта (0,5 мг бензойной кислоты/1 мл хлоро-

форма), 0,85 мл метанола и 0,15 мл концентрированной серной кислоты и 

кипятили с обратными холодильниками в течение 2 ч 40 мин. По окончании 

метанолиза добавляли 1 мл дистиллированной воды. При этом происходило 

разделение жидкостей. Хлороформенный слой (нижний) использовали для 

анализа содержания и состава ПГА [55; 56].  

 

2.9 Определение молекулярной массы ПГА 

 

Молекулярную массу и молекулярно-массовое распределение исследо-

вали с использованием хроматографа для гельпроникающей хроматографии 

Agilent Technologies 1260 Infinity (Германия) с использованием калибровоч-

ных стандартов Agilent PS-H EasiVial. Находили средневесовую (MВ) и сред-

нечисловую (MЧ) молекулярную массу, а также полидисперсность (ПД), рас-

творяя образцы сополимерных ПГА навеской 10–12 мг в 2 мл хлороформа с 

дальнейшей их фильтрацией. Значение средней молекулярной массы сопо-

лимеров (MЧ, Да) определялось по формуле: 

 

MЧ = Σ (Ni × Mi / N)                                                    (4) 

 

где  Ni – количество молекул массы i; 

       N – общее количество молекул; 

                Mi – масса молекул длины i, Да.  
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Вес средней молярной массы сополимера (MВ, Да) определялся по 

формуле: 

MВ = Σ (wi × Mi)                                             (5) 

 

где wi – доля массы. 

 

Доля массы определяется по следующей формуле: 

 

wi = Ni × Mi / Σ (Ni × Mi)                                    (6) 

 

Полидисперсность, позволяющую оценить соотношение в полимере 

фрагментов с различной степенью полимеризуемости, вычисляли из форму-

лы (7): 

 

ПД = MВ / MЧ                                         (7) 
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Выводы 
 

В связи с высокой значимостью процесса экстракции в общей техноло-

гической схеме получения ПГА проводились исследования, целью которых 

является повышение эффективности экстракции за счет определения влияния 

факторов на процесс извлечения продуктов биотехнологического синтеза. 

Проведен биосинтез бактерий Cupriavidus eutrophus B10646, в ходе ко-

торого получен образец биомассы с концентрацией клеток в культуре около 

64 г/л. Содержание ПГА, накопленного в ходе биосинтеза составило около 

70 % от а.с.м.  

Исследовано влияние параметров обработки биомассы С. eutrophus В-

10646  этанолом на выход и физико-химические свойства ПГА.  

Предложены математические модели, описывающие влияние парамет-

ров процесса этапа спиртовой экстракции на выход  ПГА, экстрактивных ве-

ществ, молекулярную массу и чистоту биополимера. Получены модели, пока-

зывающие возможное управление этим процессом. 

С помощью программ статистической  установлены зависимости, даю-

щие представление о количественном влиянии каждого фактора на выход 

экстрактивных веществ, величину молекулярной массы и чистоту полимера в 

процессе экстракции:  

- установлено, что на выход экстрактивных веществ наибольшее влия-

ние оказывает температура экспозиции; 

- для получения максимальных значений величины молекулярной мас-

сы необходимо длительное время экстракции и минимальное соотношение  

растворителя к биомассе, два других параметра являются незначимыми; 

- модель, описывающая зависимость для  чистоты ПГА показывает, что 

получение биополимера с высокой чистотой необходима комбинация двух 

факторов, оказывающих наибольшее влияние: времени экстракции и концен-

трации этанола. 
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Получены оптимальные значения технологических параметров прове-

дения процесса экстракции биополимера в клетке: температура процесса экс-

тракции Х1 = 60 ºС;  продолжительность процесса экстракции  Х2 = 30 мин; 

концентрация растворителя Х3 = 96 %; соотношение растворитель:биомасса 

Х4 = 4:1.  
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