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Abstract. Cupriavidus necator B10646 bacterial cells were cultivated in the mode of synthesis of the 
reserve polyhydroxyalkanoates (PHAs) in the growth medium that contained, in addition to glucose 
as the main substrate, precursor substrates of the monomers of various monocarboxylic acids – salts 
of valeric and hexanoic acids, propionate, and γ-butyrolactone. PHA terpolymers and quaterpolymers 
with different compositions and proportions of monomers were synthesized, and their physicochemical 
properties were studied. The terpolymers were composed of monomers of 3-hydroxybutyrate (3HB), 
3-hydroxyvalerate (3HV), 4-hydroxybutyrate (4HB), or 3-hydroxyhexanoate (3HHx) and had the 
following compositions: P(3HB/3HB/4HHx) and P(3HB/3HV/4HHx). The quaterpolymers had the 
following composition: P(3HB/3HV/4HB/3HHx). All copolymer samples, regardless of the composition 
and proportions of monomers, had lower molecular weights and higher polydispersity values compared 
to the highly crystalline 3-hydroxybutyrate homopolymer, but retained thermal stability properties, 
with a difference between the melting point and thermal degradation of at least 100-110  °С. The 
inclusion of 3HV, 4HB, and 3HHx monomers in the C-chain of 3HB caused changes in the crystalline 
to amorphous phase ratio and a significant decrease in the degree of crystallinity (Cx), which depended 
on the type of monomers and their contents in the copolymer. The maximum decrease in Cx (9-17 %) 
was detected in the P(3HB/3HV/4HB) terpolymer and the P(3HB/3HV/4HB/3HHx) quaterpolymer 
(30-36  %). The study confirms that there is the possibility of synthesizing polymers with various 
compositions, including new ones, which differ significantly in their basic properties.
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Аннотация. В культуре бактерий Cupriavidus necator B10646 в режиме синтеза резервных 
полигидроксиалканоатов при включении в состав ростовой среды, помимо основного субстрата, 
глюкозы, субстратов-предшественников различных мономеров монокарбоновых кислот – солей 
валериановой и гексановой кислот, пропионата, γ-бутиролактона, синтезировано семейство 
трех- и четырехкомпонентных полимеров с различным набором и соотношением мономеров 
и исследованы физико-химические свойства. Трехкомпонентные образцы были образованы 
мономерами 3-гидроксибутирата (3ГБ), 3-гидроксивалерата (3ГВ), 4-гидроксибутирата 
(4ГБ) или 3-гидроксигексаноата (3ГГ) и имели следующие составы: П(3ГБ/3ГВ/4ГБ) и 
П(3ГБ/3ГВ/4ГГ); четырехкомпонентные сополимеры имели состав П(3ГБ/3ГВ/4ГБ/3ГГ). 
Все сополимерные образцы, независимо от состава и соотношения мономеров, обладали 
сниженными значениями молекулярной массы и повышенными значениями полидисперсности 
по сравнению с высококристалличным гомополимером 3-гидроксибутирата, но сохраняли 
свойства термостабильности, имея разрыв между температурой плавления и термической 
деградации не менее 100-110 °С. Включение в С-цепь 3ГБ мономеров 3ГВ, 4ГБ и 3ГГ вызывало 
значительные изменения соотношения кристаллической и аморфной фаз и снижение 
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степени кристалличности (Сх), зависящие от типа мономеров и их содержания в сополимере. 
Максимальное снижение Сх (до 9-17  %) зарегистрировано у трехкомпонентных образцов 
П(3ГБ/3ГВ/4ГБ), у четырехкомпонентных сополимеров П(3ГБ/3ГВ/4ГБ/3ГГ)  – до 30-36  %. 
Доказана возможность синтеза полимеров разного, в том числе нового, состава, существенно 
различающихся базовыми свойствами.

Ключевые слова: полигидроксиалканоаты (ПГА), биосинтез, субстраты-предшественники, 
сополимеры, физико-химические свойства.
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Введение

Открытие и изучение полигидроксиал-
каноатов (ПГА), полимеров микробиологи-
ческого происхождения, явилось значимым 
событием для биотехнологии разрушаемых 
биоматериалов (Sudesh et al., 2000; Chen, 2010; 
Volova et al., 2013; Chen et al., 2016; Koller, 2019). 
Высокие эксплуатационные свойства ПГА, 
включая термопластичность и возможность 
переработки в изделия из различных фазовых 
состояний различными методами, биодегра-
дируемость и высокая биологическая совме-
стимость выдвигают эти полимеры в разряд 
перспективных материалов, пригодных для 
различных сфер применения – от коммуналь-
ного и сельского хозяйства до фармакологии 
и биомедицины (Tarrahi et al., 2020). Много-
обещающей представляется перспектива ис-
пользования этих полимеров для регенерации 
поврежденных кожных покровов, закрытия 
дефектов мягких и костной тканей, изготовле-
ния шовного материала и различных эндопро-
тезов (Volova et al., 2017; Polyhydroxyalkanoate 
(PHA) market…, 2017; Singh et al., 2019).

Полигидроксиалканоаты  – это класс 
полимеров различного химического строе-
ния, различающихся между собой по струк-
туре и свойствам (кристалличности, темпе-
ратуре плавления, разрушаемости и др.) в 
зависимости от таксономического положе-
ния и физиолого-биохимических свойств 
микроорганизмов-продуцентов, условий 
биосинтеза и типа углеродного субстрата. 
Более перспективными считаются сополи-
мерные ПГА, которые в отличие от высоко-
кристалличного поли-3-гидроксибутирата 
(П(3ГБ)) обеспечивают получение более 
качественных полимерных изделий. Одна-
ко синтез сополимеров  – сложная биотех-
нологическая задача, требующая приме-
нения субстратов-предшественников, как 
правило, токсичных для продуцентов и вы-
зывающих ингибирование роста бактерий 
и синтеза полимеров. Поэтому получение 
продуктивных процессов одновременно 
по урожаю биомассы и ПГА при высоких 
включениях мономеров различного состава 
проблематично.
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Особо перспективными ПГА являют-
ся сополимеры, имеющие низкую степень 
кристалличности и обладающие свойствами 
эластомеров. Это короткоцепочечные сопо-
лимеры 3- и 4-гидроксибутирата, а также 
сополимеры, содержащие среднецепочеч-
ные мономеры 3-гидроксигексаноата (3ГГ) 
или 3-гидроксиоктаноата (3ГО) (Sudesh et al., 
2000; Green et al., 2002; Laycock et al., 2013; 
Chen et al., 2016; Han et al., 2017). Свойства со-
полимерных ПГА зависят от набора и соотно-
шения мономеров, различающихся строени-
ем боковых групп в С-цепи и расстояниями 
между эфирными группами.

Получение сополимеров – активно раз-
виваемое направление биотехнологии ПГА. 
Наряду с изучением двухкомпонентных со-
полимеров, активизируются исследования, 
направленные на получение более сложных 
3- и 4-компонентных ПГА с различным на-
бором мономеров (Matsusaki et al., 2000; 
Chanprateep & Kulpreecha, 2006; Pignatello et 
al., 2009; Shozui et al., 2010; Ramachandran et 
al., 2011; Bonartsev et al., 2013; 2017; Cavalheiro 
et al., 2013; Mizuno et al., 2014; Aziz et al., 2017; 
Myung et al., 2017; Cheema et al., 2012; Jung 
et al., 2019; Kucera et al., 2019). Несмотря на 
актуальность исследования ПГА различного 
химического состава, имеющиеся результа-
ты далеки от исчерпывающей картины. Све-
дения по влиянию состава ПГА на их свой-
ства имеют существенные отличия у разных 
авторов даже при анализе образцов близкого 
химического состава. Трудности регламен-
тированного и воспроизводимого синтеза 
сополимерных ПГА и разноречивость ре-
зультатов, характеризующих их свойства, 
сдерживают накопление знаний о взаимос-
вязи между составом полимеров и их свой-
ствами.

Цель работы – синтез 3- и 4-компонент-
ных ПГА, содержащих макровключения 

мономеров 3- и 4-гидроксибутирата, 3-ги-
дроксивалерата и 4-гидроксигексаноата, и 
изучение их свойств в зависимости от набора 
и соотношения мономеров.

Материалы и методы

В исследовании использовали штамм 
бактерий Cupriavidus necator B10646, за-
регистрированный во Всероссийской кол-
лекции промышленных микроорганизмов 
(ВКПМ) и запатентованный в РФ (Патент РФ 
на изобретение № 2439143 «Штамм бактерий 
ВКПМ В-10646 – продуцент полигидроксиал-
каноатов и способ их получения» по заявке 
№ 2010146514 (авторы Т.Г. Волова и Е.И. Ши-
шацкая)).

Музейную культуру выращивали в пе-
риодическом двустадийном режиме, исполь-
зуя на первом этапе (30-35 ч) полную соле-
вую среду известного состава (Schlegel et al., 
1961); на втором этапе взяли среду аналогич-
ного состава, но не содержащую азота. Ос-
новным источником углерода служила глю-
коза в исходной концентрации в среде 10 г/л. 
В качестве субстратов-предшественников 
в состав среды вносили различные добав-
ки: соли валериановой и гексановой кислот, 
пропионат калия, γ-бутиролактон («Sigma», 
США).

Культивирование бактерий проводили 
в гетеротрофных стерильных условиях в пе-
риодическом режиме с использованием тер-
мостатируемого шейкер-инкубатора Innova 
серии 44 («New Brunswick Scientific», США) в 
колбах объемом от 0,5 до 2,0 л с коэффици-
ентом заполнения 0,5 при 200 об/мин и 30 °С. 
Периодически отбирали пробы культуры для 
измерения оптической плотности (фотоко-
лориметр КФК-2МП, Россия) при λ=440 нм. 
Урожай биомассы бактерий в культуре реги-
стрировали весовым способом после высу-
шивания отмытых проб биомассы при 105 °С 
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в сушильном шкафу («SANYO», Япония) в 
течение 24 ч.

Концентрацию глюкозы в среде опреде-
ляли фотометрически глюкозооксидазным 
методом с применением набора реагентов 
«Глюкоза  – ФКД» (ООО «Фармацевтика и 
клиническая диагностика», Россия). Внутри-
клеточное содержание полимера и состав 
выделенных из биомассы высокоочищенных 
образцов полимеров определяли хромато-
графией предварительно полученных мети-
ловых эфиров жирных кислот на хромато-
масс-спектрометре ГХ-МС (7890/5975C, 
Agilent Technologies, США). Полимер из пред-
варительно лиофилизированной на установ-
ке ALPHA 1-2/LD Martin Christ GmbH (Гер-
мания) биомассы бактерий экстрагировали 
дихлорметаном с последующим осаждением 
этанолом.

Молекулярно-массовые характеристики 
полимеров (средневесовую (Mв), среднечис-
ловую (Mч) молекулярную массу, полиди-
сперсность (ПД) находили с использованием 
системы гельпроникающей хроматографии 
(Agilent 1200 Infinity, США) с набором поли-
стириновых стандартов Agilent PS-H EasiVial 
(Sigma, США). Термический анализ ПГА вы-
полнен с применением дифференциально-
сканирующего калориметра DSC-1 (Mettler 
Toledo, Швейцария). Образцы нагревали со 
скоростью 10 °С/мин до 200 °С, выдерживали 
в течение 3 мин; далее охлаждали до минус 
20 °С, выдерживали в течение 5 мин и повтор-
но нагревали до 320 °С. Температуры стекло-
вания (Тстекл,), кристаллизации (Ткрист), плав-
ления (Тпл) и термической деградации (Тдегр) 
определяли после второго нагрева дифферен-
циально сканирующим калориметром (DSC1, 
Mettler Toledo) на термограммах c использо-
ванием программного обеспечения «StarE». 
Рентгеновские исследования выполнены на 
порошковом дифрактометре D8ADVANCE 

(Bruker AXS, Германия) c линейным детекто-
ром VANTEC. Степень кристалличности (Сх) 
определяли как величину отношения площа-
ди под рентгенограммой с вычтенным фоном 
к площади без вычитания аморфного фона. 
Для вычислений использована программа 
Eva из программного приложения к дифрак-
тометру. Точность измерений 2 %.

Статистическую обработку результатов 
проводили общепринятыми методами с помо-
щью стандартного пакета программ Microsoft 
Excel. Результаты определения урожая био-
массы и концентрации полимера в клетках 
представлены как средние арифметические 
со стандартным отклонением.

Результаты и обсуждение

Культура бактерий, находящаяся в режи-
ме синтеза сополимерных ПГА, – это сложная 
и многофакторная система, контролируемая 
многими факторами. Первое, синтез ПГА ре-
ализуется в условиях, исключающих дефицит 
основного углеродного субстрата в культуре; 
при этом концентрация субстрата должна 
контролироваться в границах физиологи-
ческого действия для конкретного штамма, 
исключающих возникновение как лимити-
рующих, так и ингибирующих условий. Вто-
рое, для накопления ПГА один из субстратов 
конструктивного обмена (для исследуемого 
штамма  – азот) должен лимитировать рост 
бактерий. Третье, в составе среды должен 
присутствовать субстрат-предшественник 
в концентрациях, обеспечивающих обра-
зование мономеров, отличных от 3-гидрок-
сибутирата, но не вызывающих глубокого 
ингибирования культуры. Варьируя условия 
углеродного питания и дозированный режим 
подачи субстратов-предшественников в куль-
туру, реализовали режимы, обеспечившие 
синтез сополимеров с различным набором и 
соотношением мономеров.
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Рис. 1. Рост и синтез 3-компонентных сополимеров П(3ГБ/3ГВ/4ГБ) в культуре C. necator В10646 при 
подаче γ-бутиролактона (5 г/л) и пропионата (2 г/л)

Fig. 1. The growth and synthesis of the P(3HB/3HV/4HB) terpolymers in the culture of C. necator B10646 
supplemented with γ-butyrolactone (5 g/L) and propionate (2 g/L)

Синтез и свойства  
трехкомпонентных ПГА

Исследованы условия синтеза трех-
компонентных ПГА П(3ГБ/3ГВ/4ГБ) и 
П(3ГБ/3ГВ/4ГГ) штаммом C. necator В10646, 
позволившие реализовать режимы получения 
сополимеров различного химического стро-
ения при внесении в культуру одновременно 
двух субстратов-предшественников.

Дозирование предшественников вы-
полняли исходя из ранее исследованного 
влияния их концентраций на скорость роста 
бактерий и полученных значений предельно 
допустимых концентраций; для снижения 
токсичности использовали ранее разработан-
ный режим дробного дозирования в культуру 
бактерий (Volova et al., 2007, 2008). Концен-
трация разовой дозы пропионата составляла 
2,0  г/л, γ-бутиролактона  – от 2 до 5  г/л; ко-
личество добавок варьировало. Внесение в 
культуру субстратов-предшественников не-
значительно сказывалось на продукционных 
характеристиках процесса; во всех вариантах 
урожай биомассы клеток (Х, г/л) был несколь-
ко ниже, но не менее 5,0-5,5 г/л, по сравнению 

с ростом в контроле на глюкозе (6,5 ± 0,5 г/л). 
В качестве примера на рис. 1 приведен один 
из вариантов опыта с различным количе-
ством добавок предшественников в культуру 
бактерий.

Варьируя режим подачи в культуру C. ne-
cator В10646 субстратов-предшественников, 
при незначительном снижениии урожая био-
массы бактерий и достаточно высоких общих 
выходах ПГА (до 66-68  % от сухой биомас-
сы) синтезирована линейка сополимеров с 
макровключениями мономеров 3ГВ (от 7,2 до 
18,5 мол. %) и 4ГБ (от 26,3 до 60,4 мол. %). На-
личие мономеров 3ГБ, 3ГВ и 4ГБ подтвержде-
но снятыми масс-спектрами (рис. 2).

Анализ публикаций показывает ак-
тивизацию исследований сополимеров 
П(3ГБ/3ГВ/4ГБ), однако с различной резуль-
тативностью. Изучен рост культур Cupria-
vidus sp. USMAA2-4 на олеиновой кислоте с 
добавками пентанола и бутиролактона (Aziz 
et al., 2017), Cupriavidus necator DSM545 на 
глицерине с добавками γ-бутиролактона и 
пропионовой кислоты (Cavalheiro et al., 2013), 
Cupriavidus malaysiensis USMAA2-4 (DSM 
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Таблица 1. Химический состав и физико-химические свойства 3-компонентных ПГА П(3ГБ/3ГВ/4ГБ) 
с различным соотношением мономеров 3ГБ, 3ГВ, 4ГБ

Table 1. The chemical composition and physicochemical properties of the P(3HB/3HV/4HB) terpolymers with 
different proportions of 3HB, 3HV, and 4HB monomers

№
Состав ПГА, мол. %

Мв, кДа Mч, кДа ПД Сх, % Тстекл, °С Ткрист, °С Тпл, °С Тдегр, °С
3ГБ 3ГВ 4ГБ

100,0 0,0 0,0 920 368 2,5 76 - - 178 295
1 55,2 18,5 26,3 669 176 3,8 21 -4 70 171 282
2 57,6 11,9 30,5 724 181 4,0 20 -5 71 168 283
3 59,4 7,2 33,4 450 150 3,0 22 -4 70 161 275
4 47,3 17,7 35,0 483 138 3,5 9 - 83 172 284
5 26,2 13,4 60,4 507 149 3,4 17 - 21 163 292

Примечание: «-» – не обнаружено, Мв  – средневесовая молекулярная масса, Mч  – среднечисловая молекулярная 
масса, ПД – полидисперсность, Сх – степень кристалличности, Тстекл – температура стеклования, Ткрист – температура 
кристаллизации, Тпл – температура плавления, Тдегр – температура термической деградации.

19379) на глицерине с γ -бутиролактоном или 
1,4-бутандиолом (Kucera et al., 2019). Однако 
выходы сополимеров и содержание в них 3ГВ 
и 4ГБ уступали показателям представленной 
работы. Более высокий результат получен в 
культуре Alcaligenes sp. A-04 на фруктозе с 
добавками валериановой кислоты и натрие-
вой соли γ-масляной кислоты или 1,4-бутан-
диола; авторам удалось повысить включение 
мономеров 4ГБ до 93 мол. % при включениях 
3ГВ (от единиц до 30-40 мол. %), но при сни-
жении общего выхода сополимера от 68 до 30-
50 % (Chanprateep & Kulpreecha, 2006).

Результаты сравнительного исследова-
ния физико-химических свойств трехкомпо-
нентных ПГА представлены в табл. 1.

При исследовании молекулярно-массо-
вых характеристик трехкомпонентных поли-
меров П(3ГБ/3ГВ/4ГБ) показана значительная 
вариабельность значений средневесовой мо-
лекулярной массы (Мв) и полидисперсности 
(ПД) без наличия четкой связи между со-
держанием тех или иных мономеров в сопо-
лимере и этими показателями. Зарегистри-
рованные значения Mв и Мч для образцов 
П(3ГБ/3ГВ/4ГБ) с различным соотношением 

мономеров лежали в интервале от 450 до 724 
и от 138 до 181 кДа соответственно (табл. 1). 
В целом, эти показатели ниже, чем у гомопо-
лимера П(3ГБ) (920 и 368 кДа). Наиболее низ-
кие значения Мв и Мч характерны для образ-
цов, в которых доля 3ГБ колебалась от 26,2 до 
59,4 мол.  %, а суммарное содержание 4ГБ и 
3ГВ – от 40,6 до 73,8 мол. % (образцы № 3 – 5, 
табл. 1). Хроматограммы распределения мо-
лекулярных масс трехкомпонентных ПГА с 
различным соотношением мономеров сви-
детельствуют о возрастании полидисперс-
ности, позволяющей оценить соотношение в 
полимере фрагментов с различной степенью 
полимеризации, от 3,0 до 4,0, что в целом так-
же выше, чем у П(3ГБ) (табл. 1). Аналогичное 
снижение молекулярной массы сополимеров 
П(3ГБ/3ГВ/4ГБ) по сравнению с гопомоли-
мером П(3ГБ) зарегистрированы другими 
авторами. В работе (Aziz et al., 2017) в зависи-
мости от режима дозирования предшествен-
ников, по-разному влияющего на содержание 
мономеров 3ГВ и 4ГБ в сополимере, и по мере 
их увеличения зарегистрировано снижение 
Мв до 128–377 кДа. Колебания средневесовой 
молекулярной массы (от 148 до 774 кДа) и по-
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лидисперности (от 1,93 до 3,64) в образцах с 
различным включением 4ГБ показано в рабо-
те (Cavalheiro et al., 2013). Более выраженные 
изменения получены в работе (Chanprateep 
& Kulpreecha, 2006), где П(3ГБ/3ГВ/4ГБ) по 
сравнению с гомополимером П(3ГБ), у ко-
торого полидисперсность составила 1,8, а 
среднечисловая молекулярная масса (Мч) 
782 кДа, имели пониженные на порядок зна-
чения Мч и повышенную полидисперсность 
(до 2-3 и выше). Еще в одной работе получен 
иной результат: образцы П(3ГБ/3ГВ/4ГБ) с 
различным соотношением мономеров 3ГВ и 
4ГБ имели близкие значения полидисперсно-
сти (2,0-3,5) и очень большой разброс значе-
ний Мв (от 177 до 559-819 кДа) независимо от 
соотношения мономеров; а у нескольких об-
разцов показатель достиг 1457 и 1710 кДа, что 
в принципе не характерно для сополимерных 
ПГА (Ramachandran et al., 2011).

Температуры последовательных фазовых 
переходов, определенные методом ДСК для 
3-компонентных ПГА, приведены в табл. 1. У 
большинства образцов П(3ГБ/3ГВ/4ГБ) тем-
пература кристаллизации (Ткрист), температу-
ра плавления (Тпл) и температура деградации 
(Тдегр) имели сниженные значения по срав-
нению с гомополимером П(3ГБ), у которого 
диапазон температуры плавления лежит в 
области 160-185 °С, а собственно пик Тпл при 
178  °С; температура термического разложе-
ния 295 °С. Для сополимеров П(3ГБ/3ГВ/4ГБ) 
температура плавления была ниже пика плав-
ления гомогенного П(3ГБ) и имела тенденцию 
к снижению с увеличением содержания моно-
меров 3ГВ и 4ГБ в сополимере на фоне сокра-
щения содержания мономеров 3ГБ. Самые 
низкие значения Тпл (161 – 163 °С) зарегистри-
рованы для образцов, содержащих от 7 до 13 
мол. % мономеров 3ГВ и от 33 до 60 мол. % 
мономеров 4ГБ. Самые низкие значения Тдегр 

зарегистрированы для образца 3, содержа-

щего 33 мол. % 4ГБ. Для других образцов от-
мечены более высокие температуры деграда-
ции, что, вероятно, может быть обусловлено 
образованием продуктов полураспада ПГА с 
их последующей деструкцией. Важно отме-
тить, что, несмотря на выявленные отличия 
термических характеристик, заключающиеся 
в некотором снижении значений Тпл и Тдегр, у 
всех исследованных образцов сохранялся раз-
рыв (от 110 до 130 °С) между этими парамет
рами. Таким образом, исследованные типы 
трехкомпонентных ПГА, независимо от набо-
ра и содержания мономеров в них, сохраня-
ли одно из важных свойств ПГА – термопла-
стичность. Для всех образцов, кроме образца 
№ 4, не зафиксировано пиков кристаллизации 
при охлаждении. Кристаллизация образцов 
№ 1, 2, 3, 5 происходила при повторном на-
гревании. У образцов № 4, 5, как и у П(3ГБ), 
не зафиксирована температура стеклования. 
Стеклование образцов (Тстекл) № 1  – 3 про-
исходило при низких температурах (минус 
4–5 °С).

Литературные данные о влиянии соот-
ношения мономеров на температурные по-
казатели полимера весьма противоречивы. 
Например, имеются сведения, что в зависи-
мости от соотношения мономеров темпера-
тура плавления (Тпл) сополимеров снижалась 
у одних образцов незначительно (до 159 оC), 
а у других очень резко, до 50  – 63 оC (Aziz 
et al., 2017). Резкое снижение температуры 
плавления в отличие от представленных ре-
зультатов также зарегистрировано в другой 
публикации (Chanprateep & Kulpreecha, 2006) 
у образцов П(3ГБ/3ГВ/4ГБ); при возрастании 
содержания мономеров 4ГБ свыше 50 мол. % 
и при колебании 3ГВ в диапазоне от единиц 
до 30-40 мол. % температура плавления была 
значительно снижена (50-90  °С). Опублико-
ваны также иные результаты, практически 
неизменные и сопоставимые с П(3ГБ) темпе-
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ратурные показатели (Тпл и Тдегр) сополимеров 
с различным соотношением мономеров 3ГБ, 
3ГВ и 4ГБ (Kucera et al., 2019). Есть публи-
кации, в которых не обнаружено влияния на 
температурные показатели возрастающего 
содержания в сополимерах мономеров, от-
личных от 3ГБ, и не выявлено связи между 
составом П(3ГБ/3ГВ/4ГБ) и температурными 
свойствами (Ramachandran et al., 2011).

Включение мономеров 4ГБ и 3ГВ оказы-
вало существенное влияние на соотношение 
аморфной и кристаллической фаз в сополиме-
ре (табл. 1), более выраженное по сравнению с 
влиянием на Сх мономеров 4ГБ в двухкомпо-
нентных сополимерах П(3ГБ/4ГБ). Возможно, 
это связано с аддитивностью влияния двух 
мономеров на способность ПГА кристаллизо-
ваться, включая торможение формирования 
кристаллических зон в полимере. Самые низ-
кие значения степени кристалличности (9 и 
17 %) получены для сополимеров, в которых 
суммарное содержание мономеров 4ГБ и 3ГВ 
было выше 50 мол. %, а содержание мономера 
3ГБ, соответственно, ниже 50 мол. % (образ-
цы № 4 и 5, табл. 1). У остальных образцов 
с суммарным содержанием мономеров 4ГБ 
и 3ГВ на уровне 40-45 мол.  % Сх составила 
порядка 20 % (образцы № 1 – 3). На примере 
исследованных сополимеров, образованных 
мономерами 3ГБ, 3ГВ и 4ГБ, показана воз-
можность получения материала с различной 
степенью кристалличности, включая образ-
цы с величиной Сх ниже 10  %, практически 
близких к аморфной структуре. Полученные 
результаты не представляется возможным 
сопоставить с опубликованными ввиду от-
сутствия данных, установленных с привлече-
нием рентгеноструктурного анализа и опре-
деления степени кристалличности ПГА.

Для синтеза второго типа трехкомпо-
нентных сополимеров П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) в ка-
честве предшественника синтеза мономеров 

3ГГ использовали гексаноат, предшествен-
ников мономеров 3ГВ  – валерат или пропи-
онат в различных концентрациях (0,5, 0,7 и 
1,0  г/л), которые вносили в культуру одно-
кратно на 38–42 ч культивирования. Гексано-
ат подавали в культуру через 6–8 ч в течение 
эксперимента в концентрациях 0,5 г/л. В реа-
лизованном режиме дозирования субстратов-
предшественников общий выход сополимера 
и содержание в нем мономеров 3ГВ и 3ГГ 
практически не зависели от количества доба-
вок. Внутриклеточная концентрация сополи-
мера была сниженной (38–44 %), однако при 
высоком суммарном содержании мономеров 
3ГВ и 3ГГ (43,0–48,0 мол. %). Доля мономеров 
3ГВ варьировала от 33,0 до 41,0 мол. %, моно-
меров 3ГГ – от 7,0 до 15,0 мол. %. При замене 
валерата пропионатом (рис.  3) общий выход 
П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) увеличился до 45–52  % при 
урожае биомассы не ниже 4,5–5,0  г/л. Со-
держание мономеров 3ГГ в сополимере со-
ставило от 12,0 до 16,0 мол.  %, 3ГВ  – 14,0–
15,0 мол.  %. Физико-химические свойства 
П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) изменялись аналогично сопо-
лимерам П(3ГБ/3ГВ/4ГБ). Для образцов также 
характерно снижение молекулярной массы по 
сравнению с гомополимером П(3ГБ), но более 
значительное повышение полидисперсности, 
до 7,02, т.е. снижение Мв сопровождалось ге-
терогенностью полимера по величине моле-
кулярной массы, в полимере наблюдали две 
фракции – низко- и высокомолекулярного по-
лимера. Снижение степени кристалличности 
3-компонентных П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) было менее 
выражено (максимально до 43–47 %), что свя-
зано, по всей видимости, с невысокими вклю-
чениями мономеров 3ГГ (от 12 до 16 мол. %) 
и доминированием высококристалличных 
мономеров 3-гидроксибутирата. Сопоставле-
ние полученных результатов с опубликован-
ными затруднительно в силу ограниченности 
информации об этом типе ПГА. С использо-
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ванием в качестве субстрата роста фруктозы 
и добавок жирных кислот (пропионат и бу-
тират) в культуре рекомбинантного штамма 
Ralstonia показана возможность синтеза со-
полимеров П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) с содержанием 
мономеров 3ГВ (от 12 до 36 мол. %) и 3ГГ (от 
10 до 22 мол. %) при крайне низких показа-
телях урожая биомассы бактерий (0,8–1,5 г/л) 
(Jung et al., 2019). Известна неудачная попыт-
ка синтеза П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) метанотрофными 
бактериями Methylocystis parvus OBBP на 
метане (Myung et al., 2017) при общем выхо-
де сополимера на уровне 48 % при минорном 
содержании мономеров 4 ГБ и 6ГГ соответ-
ственно 1,0 и 1,4 мол. %.

Синтез и свойства  
четырехкомпонентных ПГА

Относительно возможности синтеза и 
свойств 4-компонентных ПГА информация 
ограниченна. Доступные публикации со-
держат описание 4-компонентных ПГА, не 
имеющих в составе мономеров 4-гидрок-
сибутирата и 3-гидроксигексаноата, полу-
чению и исследованию которых посвящена 

настоящая работа. Так, в конце 90-х годов 
прошлого столетия была описана способ-
ность бактерий Pseudomonas putida PGA1 
синтезировать многокомпонентные ПГА, со-
держащие среднецепочечные мономеры с 
четной длиной С-цепи (С6, С8, С10, С12, С14) при 
росте на омыленных производных пальмово-
го масла и жирных кислот (Tan et al., 1997). 
В работах (Abe et al., 1998; Fukui & Doi, 1998; 
Matsusaki et al., 2000) показано, что реком-
бинантные штаммы Pseudomonas с клониро-
ванными генами синтеза короткоцепочечных 
ПГА из Ralstonia способны синтезировать 
сополимеры 3-гидроксибутирата с разно- 
образными среднецепочечными мономерами, 
механические свойства которых близки низ-
коплотному полиэтилену. С использованием 
рекомбинантного штамма Ralstonia eutropha 
ПГБ-4 с геном синтазы из Pseudomonas sp. 
(PhaC1Ps), который культивировали на ком-
плексном углеродном субстрате, содержащем 
набор различных предшественников, синте-
зированы 4-компонентные ПГА, содержащие 
в основном мономеры 3ГБ (92-99 мол.  %) и 
минорные включения мономеров 5-фенилва-

Рис. 3. Синтез 3-компонентных сополимеров П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) в культуре C. necator В10646 при 
концентрациях пропионата калия 0,5, 0,7 и 1,0 г/л

Fig. 3. Synthesis of the P(3HB/3HV/3HHx) terpolymers in a culture of C. necator B10646 at concentrations of 
potassium propionate 0.5, 0.7, and 1.0 g/L
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лерата, 4-метилвалерата, 3-фенилгексаноата 
(Mizuno et al., 2014).

В культуре бактерий C. necator В10646 
с регламентированной подачей субстратов  – 
предшественников удалось синтезировать 
4-компонентные ПГА, в составе которых, 
помимо мономеров 3ГБ, 3ГВ и 4ГБ, содер-
жатся макровключения мономеров 3-гидрок-
сигексаноата (3ГГ) при наличии в среде трех 
субстратов-предшественников (пропионата, 
γ-бутиролактона и гексаноата). В связи с воз-
можным усилением токсичности при соче-
танной подаче в культуру сразу трех субстра-
тов-предшественников пропионат калия и 
γ-бутиролактон вносили на 24 ч культивиро-
вания, а гексаноат калия – на 36 ч эксперимен-
та. Концентрация разовой дозы последнего 
варьировала от 0,1 до 0,5 г/л. Подачу пропио-
ната для синтеза мономеров 3ГВ осуществля-
ли в концентрации 0,5 и 1,0 г/л (рис. 4).

С увеличением концентрации вно-
симого в культуру C. necator В10646 
γ-бутиролактона от 2 до 4  г/л содержание 
мономеров 4ГБ в П(3ГБ/3ГВ/4ГБ/3ГГ) уве-
личивалось. Максимальное включение 4ГБ 

(12,3  мол.  %) зарегистрировано при подаче 
в культуру γ-бутиролактона в концентрации 
4  г/л и пропионата 1  г/л. Однако при этом 
общий выход сополимера (50  %) и урожай 
биомассы (3,5-4,0  г/л) были ниже, чем при 
синтезе 3-компонентных ПГА. С увеличени-
ем концентрации пропионата, вносимого в 
культуру, от 0,5 до 1,0 г/л содержание моно-
меров 3ГВ возросло от 4,5 до 24,6 мол.  %. 
Увеличение концентрации вносимого в куль-
туру гексаноата до 0,5  г/л сопровождалось 
незначительным возрастанием фракции 3ГГ 
(до 3,8-4,8 мол. %).

При варьировании концентрации суб-
стратов-предшественников в культуре C. ne-
cator В10646 синтезирована серия четырех-
компонентных ПГА с содержанием 3ГБ от 
63,5 до 89,7 мол . %; 3ГВ от 4,5 до 24,6, 4ГБ от 
2,4 до 12,3 и 3ГГ от 0,4 до 4,8 мол. %. Нали-
чие мономеров 3ГВ, 4ГБ и 3ГГ в 4-компонент-
ных сополимерах в различном соотношении 
подтверждено хроматограммой с масс-
спектрами (рис. 5). Результаты сравнительно-
го исследования физико-химических свойств 
четырехкомпонентных ПГА, образованных 

Рис. 4. Синтез 4-компонентных сополимеров П(3ГБ/3ГВ/4ГБ/3ГГ) в культуре C. necator В10646 при 
различных концентрациях γ-бутиролактона, пропионата калия и гексаноата калия

Fig. 4. Synthesis of the P(3HB/3HV/4HB/3HHx) quaterpolymers in the culture of C. necator B10646 at various 
concentrations of γ-butyrolactone, potassium propionate, and potassium hexanoate
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Таблица 2. Химический состав и физико-химические свойства 4-компонентных ПГА П(3ГБ/3ГВ/4ГБ/3ГГ) 
с различным соотношением мономеров 3ГБ, 3ГВ, 4ГБ и 3ГГ

Table 2. The chemical composition and physicochemical properties of the P(3HB/3HV/4HB/3HHx) quaterpolymers 
with different proportions of 3HB, 3HV, 4HB, and 3HHx monomers

№ 
Состав ПГА, мол. %

Мв, кДа Мч, кДа ПД Сх, % Тстекл,oC Ткрист, oC Тпл, °С Тдегр, °С
3ГБ 3ГВ 4ГБ 3ГГ

100,0 0,0 0,0 0,0 920 368 2,5 76 - - 178 295
1 89,7 4,9 2,9 2,5 787 178 4,5 42 -0,7 53 168 295
2 86,5 4,5 8,6 0,4 554 183 3,0 45 - - 169 297
3 85,2 7,4 5,3 2,1 562 121 4,6 36 -4,7 75 167 295
4 83,2 7,0 8,5 1,3 814 133 6,1 41 -3,2 62 165 296
5 77,5 19,6 2,4 0,5 817 223 3,7 37 -1,3 69 171 297
6 74,7 17,8 3,7 3,8 542 126 4,3 37 -2,3 56 173 287
7 63,5 19,4 12,3 4,8 439 72 6,1 30 -8,6 84 168 299

Примечание: «-» – не обнаружено, Мв  – средневесовая молекулярная масса, Mч  – среднечисловая молекулярная 
масса, ПД – полидисперсность, Сх – степень кристалличности, Тстекл – температура стеклования, Ткрист – температура 
кристаллизации, Тпл – температура плавления, Тдегр – температура термической деградации.

мономерами 3ГБ, 3ГВ, 4ГБ и 3ГГ, в которых 
доминирующими были мономеры 3ГБ, а сум-
марное содержание трех других мономеров 
варьировало от 10,3 до 36,5 мол. %, представ-
лены в табл. 2.

Исследование молекулярно-массовых 
характеристик 4-компонентных ПГА по-
казало отсутствие четкой связи между хи-
мическим составом и величинами Mв и 
Мч. Разброс значений для средневесовой и 
среднечисловой молекулярных масс соста-
вил 439 – 817 и 72 – 223 кДа соответственно. 
В целом, эти показатели у исследованных 
4-компонентных образцов ниже, чем у гомо-
полимерного П(3ГБ) (920 и 368 кДа). Сниже-
ние содержания мономеров 3ГБ в сополиме-
ре до 63,5 мол. % сопровождалось падением 
молекулярных масс у образца (Мв  – 439 и 
Мч – 72 кДа), что ниже данных показателей 
у гомополимера в 2 и 5 раз соответственно 
(образец № 7, табл. 2).

При исследовании температурных ха-
рактеристик сополимеров показано сниже-
ние Тпл относительно гомополимера (178  °С) 

и варьирование в пределах 165–173  °С. Тдегр 
у сополимеров (287–299 °С) была сопостави-
ма с таковой у П(3ГБ) – 295 °С. Определение 
термических характеристик 4-компонентных 
ПГА подтвердило наличие разрыва между Тпл 
и Тдегр у разных образцов, который сохранял-
ся у всех исследуемых образцов и составлял 
117–125 °С (табл. 2). Относительно невысокое 
содержание в сополимере мономеров 3ГВ, 
4ГБ, 3ГГ для синтезированных образцов 
П(3ГБ/3ГВ/4ГБ/3ГГ) обеспечило снижение 
значений степени кристалличности Cx (30–
45 %).

Заключение

Реализованы режимы культивирования 
бактерий C. necator B10646 при контроли-
руемой подаче в состав ростовой среды суб-
стратов-предшественников, обеспечивших 
продуктивный синтез трех- П(3ГБ/3ГВ/4ГБ), 
П(3ГБ/3ГВ/4ГГ) и четырехкомпонентных со-
полимеров П(3ГБ/3ГВ/4ГБ/3ГГ) новой струк-
туры с различным соотношением и макров-
ключениями мономеров, отличных от 3ГБ. 



– 111 –

Evgenii G. Kiselev, Alexander D. Vasiliev… Synthesis and Characterization of Multicomponent PHAs

Исследованы физико-химические свойства 
сополимеров. Показано снижение у всех сопо-
лимерных образцов молекулярно-массовых 
характеристик без четкой связи с составом 
сополимеров и сохранение термостабиль-
ности при разрыве между Тпл и Тдегр не менее 
100-110 °С. Включение мономеров, отличных 

от 3ГБ, в полимерную С-цепь вызывало из-
менение соотношения кристаллической и 
аморфной фаз и амморфизацию полимера при 
значительном снижении степени кристал-
личности, до 9–17  % у трехкомпонентных 
П(3ГБ/3ГВ/4ГБ) и до 30–36 % у четырехком-
понентных П(3ГБ/3ГВ/4ГБ/3ГГ).
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