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Аннотация. Получаемые биосинтетическим путем с помощью бактерий Pseudomonas по-
ли-3-гидроксиалканоаты (ПГА) являются перспективной заменой традиционных пластиков. 
Снизить стоимость производства ПГА за счет уменьшения энергозатрат можно при исполь-
зовании питательных сред, не прошедших паровую стерилизацию. Культивирование бактерий 
Pseudomonas, устойчивых к додецилсульфату натрия (SDS), на содержащих SDS нестерильных 
средах позволяет получить биомассу, состоящую преимущественно из продуцента ПГА. При 
этом SDS играет роль антимикробного агента, подавляющего рост посторонних микроорганиз-
мов. В настоящей работе использовалась SDS-устойчивая культура Pseudomonas helmanticensis 
и среды, содержащие глицерин и SDS. Концентрации источников углерода (глицерин) и азота 
оптимизированы с помощью эксперимента, поставленного по центральному композиционному 
ротатабельному плану. Варьировались концентрация субстрата C и соотношение C/N между 
содержанием в среде глицерина и источника азота. Построение зависимости степени конвер-
сии субстрата в ПГА от С и C/N проводилось в среде программирования R. Построенная модель 
адекватно описывает экспериментальные данные при уровне значимости 0,05 (дисперсия адек-
ватности регрессионного уравнения 4,1×10-2, R2=0,98). Рассчитанная с помощью модели сте-
пень конверсии глицерина в ПГА составляет 6,9±0,4%. В оптимизированных условиях (0,61 г/л 
источника азота, 8,4 г/л глицерина, 96 ч) P. helmanticensis конвертирует 7,0% субстрата в ПГА 
со средней длиной мономерных звеньев. С помощью метагеномного анализа 16S рРНК показано, 
что доля посторонних бактерий при культивировании P. helmanticensis на нестерильной среде, 
содержащей 0,5 г/л SDS, составляет 2%.

Ключевые слова: Pseudomonas helmanticensis, полигидроксиалканоаты, культивирование в несте-
рильных средах, додецилсульфат натрия, глицерин
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Abstract. Biosynthetically-produced Pseudomonas poly-3-hydroxyalkanoates (PHAs) are a promising 
substitute for conventional plastics. Costs involved with the production of PHAs can be reduced by optimizing 
power consumption, which can be achieved using nutrient media without preliminary steam sterilization. 
Cultivation of Pseudomonas bacteria resistant to sodium dodecyl sulfate (SDS) on SDS-containing non-sterile 
media yields a biomass consisting predominantly of a PHA producer. SDS plays the role of an antimicrobial 
agent that inhibits the growth of foreign microorganisms. In this work, an SDS-resistant culture of Pseudomonas 
helmanticensis and media containing glycerol and SDS were used. The concentrations of carbon (glycerol) 
and nitrogen sources were optimized using an experiment performed according to a central composite 
rotatable design. The concentration of substrate C and the C/N ratio between the glycerol and nitrogen content 
were varied. The dependence of the degree of substrate conversion in PHA on C and C/N was derived in 
the R programming environment. The constructed model adequately describes the experimental data at a 
significance level of 0.05 (adequacy variance of the regression equation 4.1×10-2; R2=0.98). According to 
the constructed model, the conversion of glycerol to PHA equals 6.9±0.4%. Under optimized conditions  
(0.61 g/L nitrogen source; 8.4 g/L glycerol; 96 h), P. helmanticensis converts 7.0% of the substrate to PHA with 
an average monomer unit length. Using a 16S rRNA metagenomic assay, the proportion of foreign bacteria in 
P. helmanticensis cultures on non-sterile media containing 0.5 g/L SDS was shown to be 2%.

Keywords: Pseudomonas helmanticensis, polyhydroxyalkanoates, cultivation in non-sterile media, sodium 
dodecyl sulfate, glycerol
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ВВЕДЕНИЕ
Биополимеры обладают множеством преиму-

ществ по сравнению с традиционными пласти-
ками. Среди множества природных полимеров 
своими свойствами выделяются полигидрокси-
алканоаты (ПГА) – биоразлагаемые полиэфи-
ры, продуцируемые бактериями Pseudomonas 
[1]. ПГА являются перспективной заменой син-
тетических полимеров. Тем не менее высокая 
стоимость производства ПГА ограничивает их 
применение. Множество современных работ 
посвящено вопросу снижения стоимости ПГА 
за счет использования дешевых сред для куль-
тивирования [2–4]. Однако значительную часть 
издержек составляют энергозатраты на прове-
дение паровой стерилизации сред. Избежать 
стерилизации иногда можно при использовании 
сред с высокой концентрацией солей [5, 6]. В 
некоторых случаях можно применять другую 
стратегию: использовать среды, содержащие 
сильный ионный детергент (например, доде-

цилсульфат натрия, SDS) и продуцент, устойчи-
вый к этому детергенту. Добавление SDS в сре-
ду для культивирования в количестве десятых 
долей грамма на литр позволяет подавить рост 
нежелательных микроорганизмов, большин-
ство из которых подвержены действию детер-
гента [7]. Существуют бактерии Pseudomonas, 
способные к накоплению ПГА в присутствии до  
5 г/л SDS [8]. Такие продуценты являются наи-
более перспективными с учетом возможности 
их культивирования на нестерильных SDS-со-
держащих средах. В качестве источника углеро-
да при получении ПГА часто используют глице-
рин, образующийся в больших количествах при 
производстве биотоплива [9]. Большое влияние 
на продуктивность биосинтеза ПГА оказыва-
ет концентрация источника азота: его дефи-
цит активирует накопление клеткой запасных 
метаболитов. Ограничение по азоту считает-
ся общепризнанной стратегией максимизации 
выхода ПГА [10]. Наилучшим источником азота 
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для культивирования бактерий Pseudomonas 
являются соли аммония – сульфат или хлорид 
[11]. Так как на выход полимера наибольшее 
влияние оказывают концентрации источников 
углерода и азота, эти два параметра наибо-
лее целесообразно оптимизировать по методу 
Бокса–Уилсона [12, 13]. В качестве факторов 
оптимизации используют, как правило, концен-
трацию субстрата и отношение концентраций 
источника углерода и азота [14].

Целью настоящей работы была разработка 
процесса препаративного получения ПГА при 
периодическом культивировании SDS-устойчи-
вой культуры P. helmanticensis на средах, со-
держащих глицерин и 0,5 г/л SDS, которые не 
подвергались паровой стерилизации. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектом исследований служила культура  

P. helmanticensis, выделенная из образца загряз-
ненной почвы в Ленинградской области [15]. Куль-
тура хранится во Всероссийском научно-исследо-
вательском институте пищевых добавок – филиале 
«ФНЦ Пищевых систем им. В. М. Горбатова» РАН.

Использованные в работе неорганические 
соли и глицерин имели степень чистоты analytical 
grade (Merck, Германия).

Выращивание инокулята (20 мл) и основное 
культивирование (100 мл) проводили в колбах Эр-
ленмейера объемом 750 мл на шейкере-инкуба-
торе при температуре 28 °С и скорости перемеши-
вания 250 об/мин. Все среды для культивирования 
содержали 0,5 г/л SDS, 3 г/л Na2HPO4·12H2O, 2 г/л 

Результаты экспериментов по оптимизации выхода поли-3-гидроксиалканоата
Results of the optimization experiments

№ C N C/N w qPHA № C N C/N w qPHA

1 5 (-1) 1,00 5 (-1) 12 4,3 9

10 (0) 1,00 10 (0)

25 6,5
2 15 (+1) 3,00 5 (-1) 14 3,7 10 25 6,3
3 5 (-1) 0,33 15 (+1) 35 6,3 11 26 6,5
4 15 (+1) 1,00 15 (+1) 34 5,9 12 25 6,5
5 2,93 (-√2) 0,29 10 (0) 25 6,0 13 25 6,8

6 17,07 (+√2) 1,71 10 (0) 24 4,8

7 10 (0) 3,41 2,93 (-√2) 9 3,3

8 10 (0) 0,59 17,07 (+√2) 37 6,7

Примечание. Уровни факторов приведены в скобках. C – концентрация глицерина (г/л), N – концентрация источни-
ка азота (г/л), w – содержание ПГА в биомассе (%), qPHA – степень конверсии глицерина в ПГА (%).

1R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing [Электронный ресурс]. 
URL: https://www.R-project.org/ (17.03.22). 

KH2PO4·H2O и 0,01 г/л MgSO4. Содержание источ-
ника углерода (глицерин) и азота (смесь NH4Cl 
и (NH4)2SO4 в массовой пропорции 1:1) варьиро-
валось согласно центральному композиционно-
му ротатабельному плану эксперимента (табл.).  
Кислотность сред доводили до нейтрального 
значения (7,0) с помощью 1N раствора NaOH. 
По достижении культурой поздней стационар-
ной фазы роста (96 ч после начала культивиро-
вания) биомассу отделяли центрифугированием 
(10 мин при 6800 × g) и высушивали. Выделение 
ПГА из сухой биомассы проводили по известной 
методике с помощью экстракции хлороформом 
и последующего осаждения полимера холод-
ным этанолом [16]. 

Построение зависимости степени конверсии 
субстрата в ПГА от содержания глицерина (С) и 
отношения концентраций глицерина и источни-
ка азота (С/N) в среде осуществлялось в среде 
программирования R1. Использовалась функ-
ция lm(). Адекватность модели оценивалась с 
помощью F-критерия Фишера. 

Анализ мономерного состава полученного 
полимера проводился по методике [17], включа-
ющей стадии метанолиза образца (15% H2SO4 

в метаноле, 4 ч, 100 °С), экстракции аналитов и 
их анализа методом газовой хроматографии – 
масс-спектрометрии на приборе Varian 450-GC 
(Varian, США), снабженном колонкой WCOT 
fused silica 50m×0,25mm ID Coating CP-Wax 58 
(Varian, США), и масс-спектрометрическим де-
тектором Varian 240-MS (Varian, США). Условия 
хроматографического разделения аналогичны 
описанным в работе [17]. Количественное опре-
деление мономеров ПГА осуществлялось с по-
мощью внутреннего стандарта (2-гидроксибен-
зойной кислоты). 

Наличие посторонних бактерий при культи-
вировании на нестерильной среде контроли-
ровалось с помощью метабаркодингового ана-
лиза образца ДНК, выделенного из культуры 
клеток на стационарной фазе роста. Фрагмент 
V3–V4 гена 16S рРНК был апмлифицирован с 
помощью универсальных примеров 343FL и 
806R. Библиотеки для секвенирования по тех-
нологии Illumina MiSeq были подготовлены с 
помощью NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit 
(New England Biolabs, США). Расшифровка  
16S рРНК проводилась на генетическом анали-
заторе MiSeq (Illumina, США) с использованием 
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набора MiSeq Standard Kit v.3 (Illumina, США). 
Ампликоны анализировали с помощью програм-
мы Mothur v.1.47.0 по стандартной схеме MiSeq 
SOP [18]. Отфильтрованные последовательно-
сти были выровнены, сгруппированы и таксоно-
мически идентифицированы с использованием 
базы данных SILVA 123. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Результаты экспериментов по оптимизации 

концентраций источников углерода (С) и азота (N) 
приведены в таблице. На основе полученных дан-
ных построена функция (1), выражающая зависи-
мость степени конверсии глицерина в ПГА (qPHA) 
от концентраций субстрата (C) и соотношения 
(C/N). 

                                                                        (1)

где qPHA – степень конверсии глицерина в ПГА, вы-
раженная в процентах;С – концентрация глицери-
на (г/л);С/N – отношение концентраций глицерина 
и источника азота.

Контурная карта полученной функции показа-
на на рисунке. 

 
Контурная карта функции зависимости степени  

конверсии глицерина  
в поли-3-гидроксиалканоат от концентраций глицерина 

(С) и отношения (C/N)
Contour map of the dependence of glycerol conversion  

to PHA on glycerol concentration (C) and C/N ratio

Дисперсия воспроизводимости результатов 
эксперимента (рассчитана по культивированиям 
9–13) составляет 3,1×10-2, а дисперсия адекватно-
сти построенной регрессионной модели – 4,1×10-2. 
Соответствующее значение F-критерия равно 1,3. 
Табличное значение F-критерия (Fтабл. (0,05; 5; 4) = 6,3)  
превышает рассчитанное. Следовательно, при 
уровне значимости 0,05 построенная модель 
адекватно описывает экспериментальные дан-
ные. Наибольшая степень конверсии глицерина 

в ПГА (6,9±0,4%), согласно модели (1), должна 
наблюдаться при концентрациях субстрата 8,4 г/л 
и смеси солей аммония 0,61 г/л. Полуширина до-
верительного интервала данного значения (0,4%) 
рассчитана с помощью дисперсии воспроизводи-
мости и критерия Стьюдента при уровне значимо-
сти 0,05. При культивировании P. helmanticensis в 
указанных условиях образуется 0,59 г/л ПГА (сте-
пень конверсии субстрата в продукт 7,0%). 

Полученный в оптимизированных условиях  
(8,4 г/л глицерина; 0,61 г/л источника азота; 0,5 г/л 
SDS; время культивирования 96 ч) полимер состо-
ит из остатков гидроксигексановой (7%), гидрок-
сиоктановой (46%), гидроксидекановой (25%) и 
гидроксидодекановой (25%) кислот, т. е. представ-
ляет собой образец ПГА со средней длиной моно-
мерных звеньев (mcl-ПГА). Чистота выделенного 
образца полимера составляет около 99%.

Согласно результатам метагеномного анализа 
в сообществе, образующемся при культивирова-
нии P. helmanticensis в нестерильной среде, содер-
жащей 8,4 г/л глицерина, 0,61 г/л источника азота 
и 0,5 г/л SDS, доля продуцента ПГА составляет 
98%. Наличие SDS подавляет рост посторонних 
бактерий при культивировании P. helmanticensis 
в среде, содержащей глицерин. Это подавление 
усиливается биогенными детергентами, которые 
присутствуют в культурах бактерий Pseudomonas 
[19]. Совместное действие SDS (на стационарной 
фазе роста) и биодетергентов (в течение всего 
периода роста), обладающих антимикробной ак-
тивностью [19], обеспечивает низкую долю посто-
ронних микроорганизмов при культивировании  
 P. helmanticensis в нестерильной среде.

ВЫВОДЫ
Использование сред, содержащих глицерин и 

0,5 г/л SDS, позволяет проводить периодическое 
культивирование P. helmanticensis в нестериль-
ных условиях. Оптимизированы параметры про-
ведения биосинтетического получения ПГА с по-
мощью P. helmanticensis в нестерильной SDS-со-
держащей среде. При уровне значимости 0,05 
построенная модель адекватно описывает экспе-
риментальные данные (дисперсия адекватности 
регрессионного уравнения 4,1×10-2; R2 = 0,98). 
Оптимальная концентрация глицерина составля-
ет 8,4 г/л, а источника азота (смесь сульфата и 
хлорида аммония 1:1) – 0,61 г/л. В этих условиях 
P. helmanticensis накапливает 0,59 г ПГА на литр 
среды, степень конверсии глицерина в ПГА со-
ставляет 7,0% (предсказанная моделью величина 
– 6,9±0,4%). С помощью метагеномного анализа 
16S рРНК было показано, что P. helmanticensis 
преобладает в культурах, полученных в несте-
рильных условиях.
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