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РЕФЕРАТ 

Бакалаврская работа на тему «Исследование  накопления биомассы, по-

лимера и липидов бактериями Cupriavidus necator B-10646, культивируемыми 

на фруктозе» содержит 48 страниц текстового документа, 61 использованный 

источник, 2 таблицы и 12 рисунков. 

Ключевые слова: Cupriavidus necator, полимер, полигидроксиалканоаты, 

динамика накопления, липиды, жирные кислоты, бактериальная биомасса, фазы 

культивирования.  

Целью работы являлось исследование динамики накопления биомассы 

клеток, ПГА и липидов бактериями Cupriavidus necator B-10646.  

Для этого необходимо было решить следующие задачи: 

1. Исследовать динамику накопления биомассы, полимера и липидов у 

бактерий Cupriavidus necator B-10646, выращиваемых на фруктозе; 

2. Изучить изменения в жирнокислотном составе липидов на разных ста-

диях культивирования исследуемого штамма. 

Актуальность данной работы заключается в нижеследующем. 

Возможность замены нефтехимических пластмасс на полигидроксиалка-

ноаты имеет важный промышленный потенциал в будущем, так как ПГА обла-

дает многими уникальными характеристиками и разрушается в природной сре-

де естественным путем, без вреда для неё. Поэтому, широкопрофильное иссле-

дование штамма способного поставлять ПГА и характеристика накапливаемого 

им полимера, является значимым этапом в получении промышленно значимых 

продуктов. 
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Введение 

Полимеры, полученные из нефтехимического сырья, очень популярны и 

востребованы благодаря своим разнообразным свойствам, таким как прочность, 

устойчивость к деградации, легкость, гибкость [1]. За счет своей практичности, 

разнообразию и всестороннему применению в домашнем, фармацевтическом и 

коммерческом секторах синтетические полимеры стали незаменимым товаром 

в современном обществе [2]. Сообщается, что ежегодный синтез пластмасс, по-

лученных из нефти, составляет более 300 миллионов тонн, и ежегодно во всем 

мире потребляется около 150 миллионов тонн синтетических пластмасс и мате-

риалов на их основе [3, 4]. По оценкам, ежегодно в океан вымывается 10 мил-

лионов тонн пластика, что оказывает пагубное воздействие на океаническую 

экосистему [5]. Спрос на пластмассы и изделия из них постоянно растет в связи 

с модернизацией и ростом населения [6], что в конечном итоге может привести 

к серьезным экологическим проблемам [7, 8].  Из-за медленной скорости раз-

ложения и образования токсичных побочных продуктов переработка пластика 

является наиболее подходящим способом обращения с данными отходами, но 

этот процесс чрезвычайно медленный и затруднен из-за разнообразных свойств 

различных пластиков. Пластиковые материалы имеют широкий спектр приме-

нения, поэтому сортировка выбрасываемых остатков весьма проблематична. 

Кроме того, наличие разнородных материалов и добавок, таких как покрытия, 

наполнители и красящие материалы, ограничивает их переработку [4]. В России 

объем полимерных отходов составляет около 750 тыс. т в год, при этом лишь 3–

10 % из них используется вторично [9].  

Поэтому переход на новые типы материалов, которые разрушаются в 

природной среде естественным путем до безвредных продуктов, становится на-

сущной проблемой. Полимеры, получаемые из природного сырья или синтези-

руемые микроорганизмами (так называемые биополимеры, или биопластики), в 

отличие от нефтепродуктов, практически не вносят вклад в пополнение парни-

ковых газов и глобальное потепление. Одно из преимуществ использования 



6 

биоразлагаемых полимеров на биологической основе – возможность помочь 

обновить «углеродный цикл», или «реинкарнацию углерода» [10]. 

Среди различных групп биополимеров (полилактиды, полигликолиды, 

полиэтиленгликоль, поликапролактан, полиуретаны и др.) наиболее известны 

полигидроксиалканоаты (ПГА). Это сложные полиэфиры, синтезируемые мно-

жеством бактерий в виде соединения углерода и энергии. Они накапливаются в 

виде внутриклеточных гранул при избытке субстрата (источников углерода) в 

условиях ограниченного содержания кислорода, азота, фосфора (питательных 

веществ) или даже при колебаниях рН питательной среды. Полимеры на основе 

ПГА являются полностью биоразлагаемыми, а их скорость разложения в при-

родных условиях намного выше, чем у химического сырья. Оставшиеся отходы 

биополимера запросто могут быть выброшены или компостированы для ис-

пользования в качестве углеродного сырья, таким образом, реализуя концеп-

цию «от колыбели до колыбели» (Cradle-to-Cradle) [11,12,13, 15]. 

Наиболее перспективными продуцентами для биотехнологического про-

изводства биоразрушаемых пластиков являются водородокисляющие бактерии 

Cupriavidus necator (ранее Ralstonia eutropha, Hydrogenomonas, Alcaligenes, 

Wautersia), группа грамотрицательных факультативных хемолитоавтотрофных 

аэробных бактерий, способных накапливать полимер до 80-90% на сухое веще-

ство. Прежде всего, перспективность водородокисляющих бактерий определя-

ется их высоким органотрофным потенциалом. 

Возможность замены пластмасс на полигидроксиалканоаты имеет боль-

шой промышленный потенциал в будущем, так как ПГА обладает многими 

уникальными характеристиками, такими как: высокая устойчивость к ультра-

фиолетовому излучению, антиоксидантные, газобарьерные свойства, оптиче-

ская проводимость, нетоксичность, а также термоэлектрические свойства, ко-

торые обычно применяются в медицине, тканевой инженерии и упаковочных 

материалах [14]. Тем не менее, высокая стоимость производства является од-

ним из основных факторов, которые затрудняют реализацию ПГА на глобаль-

ном уровне. Кроме того, многие аспекты физиологии накопления и разрушения 
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ПГА остаются всё ещё не изученными. В связи с этим, широкопрофильное ис-

следование штамма способного поставлять ПГА и характеристика накапливае-

мого им полимера, до сих пор являются актуальной научной работой для полу-

чения промышленно значимых продуктов. 

Целью выпускной квалификационной работы являлось исследование ди-

намики накопления биомассы клеток, ПГА и липидов бактериями Cupriavidus 

necator B-10646.  

Для этого необходимо было решить следующие задачи: 

1. Исследовать динамику накопления биомассы, полимера и липидов у бакте-

рий Cupriavidus necator B-10646, выращиваемых на фруктозе; 

2. Изучить изменения в жирнокислотном составе липидов на разных стадиях 

культивирования исследуемого штамма.  



8 

Глава 1.Обзор литературы 

1.1 Общая характеристика полигидроксиалканоатов 

История изучения класса полигидроксиалканоатов берет начало в 1900-х 

годах. Впервые ПГА были обнаружены в 1888 г. Бейеринком, однако, учёный 

не смог определить их химическую структуру и роль. В 1926 году французский 

исследователь Лемонг получил поли(3-гидроксибутират) (П(3ГБ)) из 

Bacillusmegaterium. В 1958 г. Макрэй и Уилкинсон доказали, что ПГА в бакте-

риальных клетках играют роль резерва углерода и энергии, и синтезируются 

клетками только в условиях ограниченного роста [15]. 

Полигидроксиалканоаты (ПГА) представляют собой нерастворимые в во-

де соединения запасной природы, которые синтезируются различными микро-

организмами в виде гранул, во время стрессовых ситуаций [15]. Они биосинте-

зируются при определенных условиях: избытке углерода (в качестве субстрата) 

и ограниченной концентрации основных питательных веществ для роста, таких 

как азот, фосфор, сера, кислород, магний и т.д. Когда источник углерода в сре-

де исчерпан, накопленные ПГА деполимеризуются, и продукты их разложения 

могут использоваться в качестве источника углерода и энергии [16, 17]. Долгое 

время  считалось, что ПГА накапливаются только в цитоплазме бактериальных 

клеток в виде гранул, имеющих диаметр от 0,2 до 0,5 мкм [18]. Однако в 2006 г. 

было обнаружено, что ПГА также могут выделяться во внеклеточную среду ге-

нетически модифицированным видом Alcanivorax borkumensis SK2 [19]. 

Свойства ПГА: 

Физические и химические свойства полимеров ПГА отличаются друг от 

друга из-за различий в химическом и структурном составе мономерного звена 

ПГА. Полимеры ПГА нерастворимы в воде, что помогает противостоять гидро-

литическому воздействию, а их способность тонуть в воде ускоряет биодегра-

дацию в отсутствии кислорода [20]. Более того, они очень биосовместимы, 

биоразлагаемы по своей природе [21]. Биоразлагаемость полимеров сильно за-
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висит от природы и химического состава входящих в них компонентов, преоб-

ладающих условий окружающей среды и вида микроорганизмов [22, 23].   

Полимер растворим в хлороформе и дихлорметане (ДХМ) и нерастворим 

в гексане (нехлорированных растворителях). Температура стеклования и тем-

пература плавления полимеров ПГА находятся в диапазоне от -50 до 4°C и 40–

180°C соответственно [24].   

Биоразлагаемость ПГА: 

Высокая биоразлагаемость ПГА, обеспечивает преимущество над его 

синтетическими аналогами [25].  Гидролазы и деполимеразы -ПГА, выделяе-

мые бактериями, представляют собой два хорошо известных фермента, которые 

способствуют разложению данных биополимеров [26].   

Ключевые свойства, определяющие биоразлагаемость ПГА в окружаю-

щей среде: химический состав, длина полимерной цепи, кристалличность и 

сложность полимера. Также, условия окружающей среды, такие как температу-

ра, pH, влажность и содержание кислорода, являются наиболее важными фак-

торами, играющими решающую роль в биодеградации полимеров. Исследова-

ния [27] сообщали, что биодеградация полимеров ПГА в анаэробных осадках 

сточных вод может происходить за несколько месяцев, а в соленой воде может 

занимать годы; ультрафиолетовый свет может ускорять деградацию [28]. Из-за 

биосовместимой природы полимеры ПГА не/почти не токсичны в живых сис-

темах [29]. В организме млекопитающих гидролиз и деградация протекают 

очень медленно. По сообщениям Pouton and Akhtar, 1996 [30]., после импланта-

ции полимера мышам, за 6 месяцев он разложился только на 1,6%. 

1.2 Классификация и структура ПГА 

Полигидроксиалканоаты – это класс сложных линейных полиэфиров, со-

стоящих из мономеров гидроксикислот, связанных эфирной связью. Химиче-

ская структура молекул ПГА асимметрична (хиральна). Эфирные связи обра-
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зуются путем соединения карбоксильной группы первого мономера с гидро-

ксильной группой следующего мономера [31].  

Структурный состав ПГА зависит как от типа субстрата применяемого в 

качестве источника углерода, так и от используемого бактериального штамма. 

Боковая цепь может быть насыщенной или ненасыщенной и может содержать 

разветвленные, ароматические, галогенированные и даже эпоксидированные 

мономеры. Например, из Pseudomonas putida были извлечены ПГА, включаю-

щие такие компоненты, как бромид и ароматические группы [32]. Кроме того, 

химические модификации боковых цепей ПГА можно использовать для введе-

ния желаемой функциональной группы в природные ПГА, что в значительной 

степени влияет на свойства материала полимеров [33].  Общая структурная 

формула полигидроксиалканоатов представлена на рисунке 1: 

 

 

Рисунок 1 – Общая структурная формула полигидроксиалканоатов [34]. 

 

Основные структуры:  

n = 1  R = водород - поли (3-гидроксипропионат), 

R = метил - поли (3-гидроксибутират), 

R = этил - поли (3-гидроксивалерат), 

R = пропил - поли (3-гидроксигексаноат), 

R = пентил - поли (3-гидроксиоктаноат), 

R = нонил - поли (3-гидроксидодеканоат), 

n = 2  R = водород - поли (4-гидроксибутират), 

n = 3  R = водород - поли (5-гидроксивалерат) [34]. 
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В зависимости от набора мономеров, образующих полимеры, ПГА клас-

сифицируются как гомополимеры, если в полимере представлен только один 

тип мономера, и сополимеры (также называемые гетерополимерами), если они 

построены из различных мономеров [35]. 

В зависимости от количества атомов углерода в мономерных звеньях, 

ПГА можно разделить на три группы:   

1. Короткоцепочечные (short-chain-length, SCL), состоящие из кислот с 

длиной углеродной цепи от 3-х до 5-ти углеродных атомов, являются природ-

ными термопластиками;  

2. Среднецепочечные (medium-chain-length, MCL), в составе которых от 6 

до 14 атомов углерода, представляют собой природные эластомеры;  

3. Длинноцепочечные (long-chain-length, LCL) с содержанием кислот С17 

и С18. 

Перечень ПГА постоянно пополняется; сравнительно недавно предложе-

но подразделить их дополнительно в зависимости от частоты встречаемости на 

две категории: «обычные» и «необычные» ПГА. К «обычным» ПГА относят 

полимеры, которые синтезируют микроорганизмы внутриклеточно в качестве 

запасных макромолекул. Эта группа включает полимеры, состоящие из извест-

ных мономеров [(R)-3-гидроксипропионата, (R)-3-гидроксибутирата, (R)-3-

гидроксивалерата, (R)-3-гидроксигексаноата, (R)-3-гидроксиоктаноата, (R)-3-

гидроксидеканоата и (R)-3-гидроксидодеканоата] или из их комбинаций. Тер-

мин «необычные» ПГА объединяет широкий спектр высокомолекулярных со-

единений, среди них полимеры микробного происхождения, которые синтези-

руются либо из природных мономеров, несущих различные функциональные 

группы, либо из их химических производных, а также полимеры, полученные 

химическим синтезом, либо химической модификацией исходных микробных 

полимеров [36]. 

 

 



12 

1.3 Синтез ПГА 

Метаболизм микроорганизмов регулируется средой, в которой они выра-

щены. При сбалансированном росте микроорганизм использует субстрат в ка-

честве источника энергии и/или для поддержания/формирования клеточного 

материала. Однако когда в среде имеется как ограниченное количество необхо-

димых питательных веществ, так и избыток углерода, углеродный субстрат ис-

пользуется для образования биополимеров, которые могут храниться в виде 

энергетических клеточных запасов.  

Метаболизм фруктозы как основного источника углерода: 

Фруктокиназа катализирует фосфорилирование фруктозы. Затем фрукто-

за-6-фосфат, преобразуется в глюкозу-6-фосфат (фосфоглюкозную изомеразу) и 

далее разлагается в ЭД-путь с глюконат-6-фосфатом в качестве одного из про-

межуточных продуктов. Фруктоза катаболизируется в пути Энтнера-Дудорова с 

2-кето-3-дезокси-6-фосфоглюконатальдолазой в качестве ключевого фермента, 

образуя пируват в конечном итоге. Фосфофруктокиназа и 6-

фосфоглюконатдегидрогеназа отсутствуют у C. necator, поэтому путь Эмбдена 

– Мейергофа – Парнаса и окислительный путь пентозофосфата являются не-

полными. Однако гены для анаболически действующего ЭМП-пути  присутст-

вуют у C. necator [37]. Пируват, образующийся в ЭД-пути, далее декарбоксили-

руется комплексом пируватдегидрогеназы с образованием ацетилкофермента А 

(КoА). Последний используется в анаболических путях для синтеза незамени-

мых соединений, таких как аминокислоты и липиды, направляется на синтез 

П(3ГБ), хранится в качестве источника энергии и углерода или непосредствен-

но окисляется в ЦТК. 

Непосредственно биосинтез ПГА: 

Синтез ПГА в микроорганизме имеет три известных пути. Первый путь 

хорошо изучен у C. Necator (при выращивании на сахарах): фермент бета-

кетотиолаза катализирует конденсацию двух ацетил-КоА молекул с образова-

нием ацетоацетил-КоА и HS-КoA. Затем ацетоацетил-КоА восстанавливается 
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NADPH+H+, взаимодействуя с ферментом  ацетоацетил-КоА-редуктазой. Про-

исходит формирование мономерного предшественника (R)-3-

гидроксибутирила-КоА и окисленной формы NADP+.  В конце концов, образу-

ется П(3ГБ), синтез которого катализируется ПГА-синтазой посредством поли-

меризации 3-гидроксибутирила-КоА путем этерификации [38].  

На втором пути, включающем биосинтез жирных кислот de novo, моно-

меры различной длины могут быть образованы путем переэтерификации 3-

гидроксиацил-АСР, промежуточного соединения FAS II, в 3-гидроксиацил-

КоА, предположительно ферментом ацил-АСР-КоА трансацилазой, кодируе-

мым геном phaG. Этот фермент является ключевым связующим звеном между 

синтезом жирных кислот de novo и биосинтезом полигидроксиалканоатов 

[31,39]. Этот способ представляет биотехнологический интерес, поскольку по-

могает генерировать мономеры для синтеза полигидроксиалканоатов из струк-

турно несвязанных и простых, недорогих источников углерода, таких как глю-

коза или родственные простые сахара (сахароза, фруктоза). 

В третьем варианте мономеры различной длины также могут быть полу-

чены из пути β-окисления жирных кислот либо путем превращения 2-еноил-

КоА с помощью R-специфичной еноил-КоА-гидратазы, кодируемой  геном 

PhaJ, либо путем восстановления 3-кетоацила-КоA (кодируемого генами FabG 

или PhaB) В этом случае состав мономера связан с используемым источником 

углерода [31]. 

1.4 Продуценты ПГА 

Из-за более высокой аккумулирующей способности производство ПГА из 

бактериальных культур является более экономичным по сравнению с производ-

ством их из других живых организмов, особенно растений [38]. На данный мо-

мент насчитывают около 300 штаммов продуцентов, способных синтезировать 

и накапливать ПГА, среди которых присутствуют как  природные штаммы, так 

и генетически модифицированные. Микроорганизмы продуценты могут быть 
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самые разнообразные – анаэробные, аэробные, гетеротрофные, хемооргано-

трофные, хемоавтотрофные, фототрофные прокариоты, олиготрофные поли-

простековые бактерии, анаэробные фототрофные бактерии, аэробные фотобак-

терии, архебактерии и др. [40, 41]. 

Бактерии, продуцирующие ПГА, могут быть классифицированы на осно-

ве питательного стресса, модели роста и потребности в питательных веществах 

[42]. Согласно этой классификации, бактерии разделены на две группы. Первая 

группа является основной, в неё входят микроорганизмы, выделяющие полимер 

при недостатке питательных веществ и избытке углерода, они не могут биосин-

тезировать ПГА во время своего роста [43]. Примерами служат: Pseudomonas 

putida, Cupriavidus necator. Синтез ПГА второй группой не зависит от поступ-

ления питательных веществ, они способны на накопление ПГА во время стадии 

роста [44]. Ученые [45] сообщают, что мутантные штаммы Azotobacter 

vinelandii, рекомбинантные Escherichia coli и Alcaligenes latus являются приме-

рами бактерий, принадлежащих к этой группе. 

В промышленности используется всего несколько высокопродуктивных 

видов микроорганизмов: водородокисляющие бактерии Azohydromonas lata, 

Cupriavidus necator, азотфиксирующие Azotobacter vinelandii, метилотрофы 

Methylomonas, Methylobacterium organophilum [27]. 

Главными аспектами подбора штамма продуцента ПГА являются: показа-

тели продуктивности по биомассе клеток и полимеру, расходы (исчерпание) 

углеродного субстрата на биосинтез полимера, а также химический состав са-

мого полимера. Бактерии Cupriavidus necator, имеют наиболее развитую внут-

риклеточную систему синтеза ПГА. Они способны аккумулировать ПГА раз-

личной химической структуры с высокими выходами полимера при выращива-

нии на различных субстратах, включая отходы промышленных и сельскохозяй-

ственных производств. [35, 46, 47]. 

Некоторые бактерии способны синтезировать и накапливать одновремен-

но несколько разных типов ПГА. Например, Pseudomonas sp. 61-3 синтезирует 

два типа ПГА: поли(3-гидроксибутират) – ПГА1, и поли(3-гидроксибутират-со-
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3-гидроксиалконат) – ПГА2. ПГА1 является гомополимером, а ПГА2 – гетеро-

полимером, состоящим из 3-х гидроксиалконоатных единиц, содержащих 4-12 

атомов углерода. С помощью электронной микроскопии, исследователи обна-

ружили, что в Pseudomonas sp. ПГА1 и ПГА2 накапливаются в виде разнооб-

разных гранул в одной и той же клетке [48]. 

1.5 Характеристика липидов бактерий  

Синтез полигидроксиалканоатов для ряда бактерий тесно связан с мета-

болизмом липидов и жирных кислот, так как источником мономера для поли-

мера являются промежуточные метаболиты синтеза или бета-окисления жир-

ных кислот.   

В настоящее время точно не установлено, какие именно функции липиды 

выполняют в жизни клетки. Бактерии никогда не запасают липиды в виде триа-

циглицеринов, хотя для эукариот данные вещества являются основными резер-

вами клетки. Для некоторых бактерий единственным запасным веществом ли-

пидной природы служит полимер β-гидрооксимасляной кислоты. Поэтому ак-

кумуляторная функция бактериальных липидов, не похоже, что является ос-

новной [49].  

По литературным данным, большая часть липидов содержится в наруж-

ной мембране клеточной стенки и цитоплазматической мембране. Из этого 

можно сделать вывод, что бактериальные липиды связаны со структурными 

элементами клетки, и видимо, на этом уровне регулируют жизнедеятельность 

микроорганизмов. Основная часть бактериальных липидов представлена фос-

фолипидами, гликолипидами, липополисахаридами и другими сложными со-

единениями. При рассмотрении фосфолипидных компонентов, находящихся в  

бактериях, обнаружены: фосфатидная кислота (ФК), фосфатидиглицерин (ФГ), 

дифосфатидиглицерин (кардиолипин), фосфатидилхолин (ФХ), фосфатидилэ-

таноламин (ФЭ).  
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К самым характерным липидам грамотрицательных бактерий можно от-

нести липополисахариды (ЛПС), локализующиеся в наружной мембране кле-

точной стенки и составляющие около 75% поверхности и 5-10% от общей су-

хой массы бактерий [50]. Наружная мембрана грамотрицательных бактерий 

представляет собой асимметричный двухслойный слой, состоящий из фосфо-

липидов во внутреннем слое и липополисахаридов во внешнем [51]. ЛПС 

структурно состоят из трех частей: гидрофобного липида А – являющегося гид-

рофобным якорем [52], который прикрепляет молекулу ЛПС к наружной мем-

бране, фосфолипидного основного олигосахарида, который содержит примерно 

10 сахарных остатков [51] и повторяющегося полисахарида, который обозначен 

как антиген «О» [50]. Фосфолипиды также являются основными липидами гра-

мотрицательных бактерий. Большинству таких бактерий характерно высокое 

содержание фосфатидилэтаноламина. Он может составлять до 90 % от общих 

фосфолипидов. Содержание фосфатидилглицерина и кардиолипина колеблется 

от 5 до 15 %, и их количество может зависиеть от возраста культуры и других 

факторов роста [53].  

Для ряда бактерий отмечено наличие новых или необычных фосфолипи-

дов – например, ацилпроизводные фосфатидилглицерина, разнообразные лизо-

фосфолипиды и гликофосфолипиды, сульфосфолипиды. Многие бактерии син-

тезируют метилированные производные фосфатидилэтаноламина – N-метил-

фосфатидилэтаноламин и N,N-диметилфосфатидилэтаноламин. Считалось, что 

фосфатидилхолин не встречается у бактерий, потому что они лишены фермен-

тов, осуществляющих синтез холина. Однако это мнение ошибочно. [54, 55].  

Также все чаще появляются работы, в которых сообщается о содержании 

стеринов, эфиров стеринов или стероидов у различных представителей прока-

риот [53]. 
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1.6 Взаимосвязь между синтезом ПГА и жирнокислотным составом 

клетки   

Клетки C. necator проявляют повышенную степень насыщения при ин-

дукции накопления ПГА, это объясняется тем, что микроорганизмы в ответ на 

изменения условий среды могут менять состав своей клеточной мембраны. Что 

касается данной адаптации, наиболее преобладающий ответ включает измене-

ния процентного содержания насыщенных (предельных) и ненасыщенных (не-

предельных) жирных кислот (ЖК), что обычно называют степенью насыщения 

ЖК, которое влияет на текучесть мембраны. В исследованиях [56] при благо-

приятных условиях культивирования, установленных во время экспоненциаль-

ной фазы, клеточные мембраны C. necator адаптировались к окружающей среде 

за счет увеличения их текучести, в основном из-за снижения относительного 

процента насыщенных ЖК и увеличения процента ненасыщенных ЖК. Эта 

стратегия, по-видимому, облегчает поглощение субстрата и деление клеток. 

Как только для запуска синтеза ПГА были введены лимитирующие усло-

вия по азоту, степень насыщения ЖК клеточной мембраны увеличивалась со 

временем в большей или меньшей степени в зависимости от источников угле-

рода и примененного растворенного кислорода, тем самым способствуя растя-

жению мембраны для размещения гранул ПГА. Полагается, что более насы-

щенные мембраны становятся прочнее из-за отсутствия двойных связей и могут 

без повреждений вмещать в себя необходимое количество полимера. 

При ограничении азота клетки не могут делиться, и фактически считает-

ся, что синтез ЖК de novo не происходит в нерастущих клетках. Это означает, 

что изменения на уровне степени насыщения, вероятно, происходят за счет 

ферментативной конверсии имеющихся насыщенных и ненасыщенных ЖК, т.е. 

ненасыщенные ЖК, используются для получения замещенных насыщенных и 

полиненасыщенных жирных кислот [56]. 
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Глава 2.  Материалы и методы 

2.1 Бактериальный штамм 

В данной работе был использован штамм водородокисляющих бактерий 

Cupriavidus necator В-10646, зарегистрированный во Всероссийскую коллек-

цию промышленных микроорганизмов (ВКПМ). Штамм получен из Ralstonia 

eutropha В-8562 в ходе продолжительной многостадийной селекции по эффек-

тивности синтеза многокомпонентных ПГА.  

С. necator хорошо приспособлен к регулярно меняющимся условиям сре-

ды, так как распространен повсеместно как в почве, так и в пресной воде. Гене-

тический потенциал и метаболическая универсальность данного микроорга-

низма позволили считать его модельным в микробиологии в отношении водо-

родной хемолитоавтотрофии, синтеза ПГА и других биопродуктов [57].  

Культурально-морфологические особенности микроогрганизма: грамот-

рицателен, клетки-палочки (молодые - короткие, в стационарной фазе - разной 

длины, размеры 0.3-0.5×1.2-2.0 мк), подвижные (молодые - монотрихи, с воз-

растом - перетрихи). Слабоподвижен. Оптимум роста 30-31°C, pH 6,7-7,2. Яв-

ляется факультативной хемолитоавтотрофной β-протеобактерией. 

Аэробное дыхание играет основную роль в метаболизме, но помимо него 

C. necator способен использовать нитрат и нитрит в качестве альтернативных 

акцепторов электронов в условиях аноксии [58]. При гетеротрофном росте раз-

личные углеводы, липиды и органические кислоты служат источником углеро-

да и энергии, тогда как в отсутствие органических соединений, смесь H2, CO2 и 

O2 позволяет C. necator расти автотрофно. В зависимости от ситуации в среде 

обитания, C. necator может легко переключаться между автотрофией и гетеро-

трофией [59]. Миксотрофный рост наблюдается, когда C. necator использует 

одновременно органические и неорганические субстраты в качестве углерода и 

источника энергии [60]. 
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2.2 Культивирование, ход эксперимента и условия роста бактерий 

Условия роста: 

Для выращивания бактерий Cupriavidus necator B-10646 за основу была 

принята жидкая минеральная солевая среда Шлегеля, следующего состава: 

Na2HPO4·H2O – 9,0 г/л; KH2PO4 – 1,5 г/л; MgSO4·H2O – 0,2 г/л; Fe3C6H5O7·7H2O 

– 0,025 г/л, СH4N20 – 1,0 г/л. Микроэлементы добавляются по прописи Хоаг-

ланда из расчёта 3 мл стандартного раствора на 1 л среды. Стандартный рас-

твор 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 углерода использовалась фруктоза в на-

чальной концентрации: 20 г/л. В приготовленную среду добавляли 20 мл ино-

кулированной музейной культуры (получение инокулята указано в пункте 2.3). 

Бактерий выращивали в стеклянных колбах объемом 1 л при коэффици-

енте заполнения 0,5 с использованием термостатируемого шейкера-инкубатора 

«Incubator Shaker Innova®» серии 44 («New Brunswick Scientific», США) при 

30°C и 200 об/мин. Все эксперименты проведены трех повторностях. 

Ход эксперимента: 

Выращивание проводили в течение 165 часов, в роли контрольных точек 

были выбраны следующие часы культивирования: 20, 35, 44, 60, 72, 85, 96, 120, 

144, 165, во время которых отбирали пробы на: определение оптической плот-

ности культуры, концентрации фруктозы в среде, мочевины, концентрации 

биомассы бактерий, содержания полимера, липидов, белка и состава и соотно-

шения жирных кислот липидов. 

На 20 час культивирования делали добавку фруктозы в концентрации: 7,5 

г/л для дальнейшего роста культуры. Далее, следили за концентрацией субстра-

та (фруктозы) и питательных веществ (азота) и после их исчерпания, на 72 час 

культивирования, добавили мочевину (источник азота) в концентрации 0,7 г/л 

для инициирования внутриклеточной деградации ПГА, на 119 час повторно до-

бавили фруктозу в концентрации 15-20 г/л для ресинтеза полимера. 
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2.3 Подготовка инокулята 

В коническую колбу объемом 500 мл добавляли 200 мл фосфатного бу-

фера, после чего стерилизовали. В стерильных условиях в колбу переносили 

музейную культуру Cupriavidus necator B-10646, хранящуюся на скошенной 

агаризованной среде в холодильнике. Далее в колбу добавляли: среду Шлегеля 

(состав указан выше, в пункте 2.2) и фруктозу в концентрации 15-20 г/л. Колбу 

устанавливали в термостатируемый шейкер-инкубатор «Incubator Shaker 

Innova®» серии 44 на 24 часа, при 30°C и 200 об/мин.  

2.4 Методы измерения параметров культивирования 

2.4.1 Определение оптической плотности бактериальной культуры 

Оптическую плотность определяли на спектрофотометре UNICO-2100 

(Юнико-2100) при λ=440 нм и длине оптического пути 1 мм; предварительно 

разбавив бактериальную культуру дистиллированной водой 1:5. 

2.4.2 Определение концентрации фруктозы в среде 

Концентрацию фруктозы определяли, используя резорциновый метод.  

Для проведения анализа отбирали 2 мл культуральной жидкости, центрифуги-

ровали при 6000 об/мин 2 минуты (Centrifuge 5417 R, «Eppendorf», Германия). 

Далее супернатант в количестве 0,5 мл доводили дистиллированной водой до 

25 мл. К 1 мл приготовленной пробы добавляли 1 мл спиртового раствора ре-

зорцина (50 мг резорцина разводили в 50 мл 95 %-ного этилового спирта) и 3 

мл 80 % раствора соляной кислоты. Для приготовления контроля использовали 

дистиллированную воду. Пробирки выдерживали на водяной бане 20 минут при 

t=80 ºС и охлаждали до комнатной температуры. Оптическую плотность проб 

измеряли на спектрофотометре UNICO-2100 при длине волны 540 нм (длина 
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оптического пути 5 мм). Концентрацию фруктозы определяли по калибровоч-

ному графику.  

2.4.3 Определение концентрации биомассы бактерий 

Использовали весовой метод. Для этого 25 мл бактериальной суспензии 

центрифугировали (Centrifuge 5810 R, «Eppendorf», Германия) 7-10 мин при 

6000-6500 об/мин, после чего осадок промывали дистиллированной водой и 

вновь центрифугировали (Centrifuge 5810 R, «Eppendorf», Германия). Данную 

процедуру проводили дважды. Полученную биомассу переносили в предвари-

тельно доведенные до постоянного веса бюксы. Далее бюксы с биомассой раз-

мещали в сушильном шкафу Sanyo («Sanyo Electric Co., Ltd.», Япония) при 95 

ºС 24 ч. После этого охлаждали в эксикаторе и взвешивали на аналитических 

весах Adventurer, «OHAUS», США. Биомасса бактерий определялась, как раз-

ница между весом бюкса, содержащим биомассу, и его исходным весом. 

2.4.4 Определение концентрации мочевины в среде 

Для проведения анализа отбирали 2 мл культуральной жидкости, центри-

фугировали при 6000 об/мин 2 минуты (Centrifuge 5417 R, «Eppendorf», Герма-

ния). 1 мл супернатанта доводили дистиллированной водой до 50 мл. Далее, к 

10 мл приготовленной пробы добавляли 1 каплю гидроксида калия (KOH) и 0,5 

мл реактива Несслера. В качестве контроля использовали дистиллированную 

воду. Оптическую плотность проб измеряли на спектрофотометре UNICO-2100 

при длине волны в 400 нм (длина оптического пути 10 мм). Концентрацию азо-

та определяли по калибровочному графику. 
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2.5 Определение содержания полимера  

Содержание накопленного в ходе культивирования полимера в биомассе 

C.necator B-10646 определяли хроматографией метиловых эфиров жирных ки-

слот после метанолиза проб сухой биомассы на хромато-масс-спектрометре Ag-

ilent Technologies 7890A c масс детектором Agilent Technologies 5975С 

(«Agilent», США). Для этого в сердцевидную колбу помещали навеску высу-

шенной биомассы (0,0039-0,0045 г), далее к ней добавляли 1 мл внутреннего 

стандарта, 0,85 мл метанола и 0,15 мл концентрированной серной кислоты. В 

качестве внутреннего стандарта была использована: бензойная кислота (0,5 

мг/мл хлороформа).  Колбы выдерживали на водяной бане (80 ℃) под обратным 

холодильником 2 ч 40 мин. По окончании метанолиза добавляли 1 мл дистил-

лированной воды. 

Условия хроматографирования: газ-носитель – гелий, скорость 1,2 

мл/мин. Капиллярная колонка DB-35MS, длина – 30 м, диаметр – 0.25 мм. Тем-

пература ввода пробы – 220 °С; начальная температура хроматографирования – 

55 °C; подъем температуры до 310 °C со скоростью 10°C/мин, изотермальный 

режим – 5 мин; температура детектора – 150 °C; температура источника ионов 

– 230 °C; электронный удар при 70 eV; определение фрагментов с атомными 

массами от 30 до 550 amu при 0,5 сек/скан. 

2.6 Экстракция липидов цитоплазматической мембраны и полимера 

Чтобы выделить нужные компоненты, 50 мл бактериальной суспензии 

центрифугировали (Centrifuge 5810 R, «Eppendorf», Германия) 7-10 мин при 

6000-6500 об/мин, после чего осадок промывали дистиллированной водой и 

вновь центрифугировали (Centrifuge 5810 R, «Eppendorf», Германия). Данную 

процедуру проводили дважды. В полученную биомассу добавляли этанол с 

хлороформом (5 мл и 15 мл) и переносили в конические колбы объемом 50 мл. 

Экстракция происходила в течение 24 часов при температуре 30 °C. Далее экс-
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тракт, содержащий липиды и полимер, отделяли от биомассы* через бумажный 

фильтр в сердцевидные колбы. Растворители удаляли, используя роторный ис-

паритель Rotavapor R-210 (BUCHI).  

После, полимер отделяли от липидов. Для этого: в полученный экстракт 

добавляли 10-15 мл гексана. Осадок, содержащий полимер, пропускали через 

фильтр: сам полимер оставался на бумажном фильтре, а содержимым новой 

сердцевидной колбы являлись липиды с растворителем. Далее из этой сердце-

видной колбы гексан удаляли, используя роторный испаритель Rotavapor R-210 

(BUCHI).  

Затем к липидам снова добавили 1-3 мл гексана и пропустили через 

фильтр с сернокислым натрием (Na2SO4) в предварительно взвешенные сердце-

видные колбы (на 25-50 мл). Из них гексан удалили, используя роторный испа-

ритель Rotavapor R-210 (BUCHI), на день убирали в эксикатор, после чего взве-

сили, и по разности значений между пустой с. колбой и заполненной рассчита-

ли содержание внутриклеточных липидов в перерасчете на вес сухой биомассы. 

2.7 Омыление липополисахаридов 

Проводили омыление оставшейся биомассы* из пункта 2.6 для подготов-

ки к анализу жирнокислотного состава. Для этого брали небольшую часть био-

массы и помещали в сердцевидные колбы (на 25-50 мл). К 1,2 г КОН добавляли 

3 мл дистиллированной воды и доводили до 10 мл 95 %-ным этиловым спир-

том. Полученную смесь добавляли к образцам в количестве 1,5 мл. После этого 

образцы помещали на водяную баню (80 °C) с обратным холодильником на два 

часа.  

В омыленные пробы заливали двойной объем дистиллированной воды, 

подкисляли H2SO4 до кислой реакции pH, и добавляли 2 мл гексана для экс-

тракции жирных кислот. Пробы промывали, используя делительную воронку 

дважды. Гексан удаляли, на роторном испарителе Rotavapor R-210 (BUCHI).  
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2.8 Метанолиз жирных кислот  

К липидам, находящимся в сердцевидных колбах, добавляли по 1 мл сме-

си метанола и концентрированной серной кислоты в соотношении 19:1 соот-

ветственно, а также по 1 капле бензойной кислоты. Пробы помещали на водя-

ную баню с обратным холодильником на два часа. По истечении времени, об-

разцы снимали и добавляли двойной объем дистиллированной воды.  

Затем проводили очистку. Пробы переливали в делительную воронку, за-

ливали дистиллированной водой (10-15 мл) для промывки от серной кислоты и 

ждали разделения слоёв. Нижний слой воды сливали, измеряя pH индикаторной 

бумагой. Процедуру повторяли до достижения нейтральной реакции pH (при-

мерно pH=7). Верхний слой, состоящий из гексана и метиловых эфиров жир-

ных кислот, пропускали через слой Na2SO4 и переносили в сердцевидную колбу 

(на 25-50 мл). Из полученных проб удаляли гексан на роторном испарителе 

Rotavapor R-210 (BUCHI) . 

Метиловые эфиры жирных кислот (МЭЖК) липидов анализировали на 

хромато-масс-спектрометре (7890A/5975C, Agilent Technologies, USA). 

2.9 Определение содержания белка в клетке 

Внутриклеточную концентрацию общего азота определяли по методике 

Кьельдаля [61]. Для проведения анализа использовали навески сухой биомассы: 

по 40 мг, к которым приливали по 2 мл концентрированной H2SO4 и ставили на 

песочную баню на 40 мин, затем добавляли по 1,5 мл H2O2 и снова помещали 

на песочную баню на 1,5 часа. Далее, разводили в 200 раз (дистиллированной 

водой). Оптическую плотность измеряли на фотоколориметре (λ = 440 нм). 

Концентрацию общего азота рассчитывали по калибровочному графику. Пере-

расчет на содержание белка проводили умножением полученных данных на ко-

эффициент 6.25.  
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2.10 Анализ молекулярно-массовых характеристик полимера 

12-16 мг полученного ранее полимера растворяли в 2 мл хлороформа. Да-

лее, образовавшийся раствор фильтровали с помощью специального шприца и 

фильтра-насадки – Millex-FH Filter Unit. Молекулярную массу и молекулярно-

массовое распределение полимера выясняли с использованием хроматографа 

для гель-проникающей хроматографии – Agilent Technologies 1260 Infinity, 

США, относительно полистироловых стандартов (Fluka, Швейцария, Герма-

ния). Определяли среднечисловую (Мч) и средневесовую (Мв) молекулярные 

массы, а также полидисперсность (Пд = Мв/ Мч).    
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Глава 3. Результаты 

Изъяты страницы 26-38 в связи с авторскими правами 
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ЗаКЛЮЧЕНИЕ  

1. В ходе периодической культуры (0-72 ч) происходило постепенное накоп-

ление концентрации биомассы и содержания полимера с максимальными 

значениями на 72 ч, соответственно 7,83 г/л и 77%. Процесс внутриклеточ-

ной деградации полимера (72-144 ч) сопровождался как снижением содер-

жания полимера до 40%, так и концентрацией биомассы до 5,6%.  При ре-

синтезе полимера (144-165 ч), инициированном добавлением углеродного 

субстрата, произошло увеличение содержания полимера и биомассы соот-

ветственно до 61,5% и 6,4%. 

2. Показано, что накопление полимера происходило на фоне снижения со-

держания белка и липидов. Внутриклеточная деградация полимера сопро-

вождалась увеличением содержания белка, которое не снижалось при ре-

синтезе полимера. Содержание липидов практически не менялось в ходе 

деградации и ресинтеза полимера.  

3. Липиды цитоплазматической мембраны Cupriavidus necator в своём составе 

содержат циклопропановые, насыщенные и моноеновые жирные кислоты. 

В ходе накопления полимера увеличивается насыщенность липидов цито-

плазматической мембраны за счет увеличения содержания насыщенных 

жирных кислот, включая циклопропановые, на фоне снижения моноеновых 

кислот. Высокая насыщенность липидов сохраняется и в фазу внутрикле-

точной деградации и ресинтеза полимера. 

Основными жирными кислотами липополисахаридов являются насыщен-

ные жирные кислоты, включая β- и α-гидроксикислоты. В процессе накоп-

ления полимера изменения в жирнокислотном составе связаны главным 

образом со снижением содержания 16:1ω7 и β-ОН 14:0 на фоне увеличения 

содержания 16:0. В фазу внутриклеточной деградации и ресинтеза значи-

тельных изменений в содержании жирных кислот не выявлено. 
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4. Среднечисловая (Мч) и средневесовая (Мв) молекулярные массы полимера 

на 20 час культивирования имели максимальные значения: 281кДа и 744 

кДа соответственно. По ходу накопления полимера эти показатели снижа-

лись до 120 кДа и 407 кДа (72 ч) соответственно. В фазу деградации поли-

мера данные показатели практически не менялись. В фазу ресинтеза поли-

мера отмечено снижение Мч и Мв до 84 кДа и 375 кДа соответственно. 

 

 

  



41 

Список сокращений  

ЖК – жирные кислоты  

Мв – средневесовая молекулярная масса полимера  

МС-детектор – масс-спектрометрический детектор 

Мч  – среднечисловая молекулярная масса полимера  

ЛПС – липополисахариды  

ЛЦМ – липиды цитоплазматической мембраны  

П(3ГБ) – поли-3-гидроксибутират 

ПГА – полигидроксиалканоаты  

Пд – полидисперсность  

ЭД-путь – путь Энтнера-Дудорова 

ЭМП-путь – путь Эмбдена – Мейергофа – Парнаса 
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