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Использование биополимеров бактериального 
происхождения привлекает все больше внимания 
исследователей в области биотехнологии и меди-
цины. Одними из таких полимеров являются бак-
териальные биополимеры – поли-3-оксибутират 
(ПОБ) и альгинат (АЛГ). ПОБ – является пред-
ставителем семейства полиоксиалканоатов (ПОА), 
которые синтезируются различными бактерия-
ми с целью запасания углерода и энергии [1]. По 
химической структуре ПОБ представляет собой 
полукристаллический гидрофобный полиэфир 
3-гидроксимасляной кислоты [2]. ПОБ является 
биоразлагаемым и биосовместимым полимером 

и может быть использован в медицине, фармако-
логии и промышленности [3, 4]. АЛГ представля-
ют собой линейные полисахариды, состоящие из 
(1-4)-β-D-маннуроновой кислоты и ее эпимера, 
α-L-гулуроновой кислоты [5]. АЛГ широко ис-
пользуется в косметике, пищевой промышленно-
сти, медицине и фармацевтике [6]. В настоящее 
время коммерческие АЛГ получают из морских бу-
рых водорослей [7–9]. Ключевой характеристикой 
АЛГ является его желирующие свойства, которые 
тесно связаны с наличием гулуроновых кислот в 
альгинатной цепи полимера [10]. Принцип геле-
образования альгинатов состоит в ионотропном 
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связывании гулуроновых мономеров с ионами 
кальция (Ca2+), что позволяет формировать плот-
ные гидрогели, которые могут использоваться в ка-
честве загустителей, стабилизаторов, эмульгаторов 
и гелеобразователей или пленкообразователей [11, 
12]. Альгинаты, содержащие длинные G-блоки, об-
разуют прочные гели в присутствии Ca2+ и имеют 
более высокую вязкость, неэластичны, в то время 
как альгинаты, не содержащие G-блоков, образу-
ют менее прочные, эластичные гели в присутствии 
Ca2+ и имеют более низкую вязкость [5]. Однако 
прочность геля определяется не только простым 
соотношением M/G в полимерной цепи, но и на-
личием частоты встречаемости G и М-блоков [13].

В отличие от традиционного АЛГ водорослей 
особенностью АЛГ бактериального происхожде-
ния является не только возможность регуляции 
его синтеза в условиях ферментации, что дает воз-
можность получать полимер с заданными физи-
ко-химическими и биологическими свойствами, 
но и присутствие в бактериальных АЛГ ацетиль-
ных групп в O-2 и O-3 положениях у маннуроно-
вых остатков [14]. Известно, что степень ацетили-
рования АЛГ влияет на вязкость полимера, вза-
имодействие с ионами кальция и на активность 
маннуронат эпимираз и лиаз, что дает дополни-
тельную возможность для более тонкой регуля-
ции физико-химических свойств этого полимера 
[15, 16]. Между тем физико-химические свойства 
альгината из водорослей зависят только от усло-
вий окружающей среды. Таким образом, можно 
сказать, что бактериальный АЛГ является более 
перспективным объектом для практического ис-
пользования, по сравнению с АЛГ выделенным 
из водорослей, применяемым в настоящее время 
в пищевой и фармацевтической промышленности 
[14]. Микробиологический синтез ПОБ и АЛГ с 
использованием бактерий рода Azotobacter sp. впол-
не может быть использован для получения этих по-
лимеров, однако без оптимизации самого процесса 
синтеза выход биополимеров, как правило, не вы-
сок [17]. По данным Квальяно с соавтр. до оптими-
зации процесса максимальный выход АЛГ и ПОБ 
при ферментации Azotobacter chroococcum 6B был 
в пределах от десятых долей грамма до 2 г/л [18]. 
Большое количество работ было посвящено иссле-
дованию регуляции бактериального синтеза ПОБ и 
АЛГ бактериями рода Azotobacter sp. [19–23]. В не-
которых была показана роль различных компонен-
тов ростовой среды бактерий, таких как источник 
углерода и концентрация кальция и фосфата в сре-
де для синтеза этих биополимеров [21–23]. Отдель-
но следует отметить изучение влияния молекуляр-
ного кислорода на синтез АЛГ и ПОБ. К примеру, 
в работе по культивированию Azotobacter sp. пока-
зано, что увеличение концентрации молекулярного 
кислорода способствовало синтезу АЛГ и, наобо-
рот, ингибировало синтез ПОБ [10], что неудиви-
тельно, поскольку при увеличении концентрации 

кислорода в среде бактериальные клетки синтези-
руют АЛГ для образования капсулы, защищающей 
нитрогеназу от инактивации кислородом [24–26]. 
С другой стороны, в ряде работ по синтезу ПОБ 
описано, что в условиях лимитации кислорода и 
избытка источника углерода, а также при повыше-
нии уровня НАДФН и ингибировании двух фер-
ментов цитратсинтазы и изоцитратдегидрогеназы, 
входящих в цикл трикарбоновых кислот, повыша-
ется уровень ацетил-КоА, что инициирует синтез 
ПОБ [27–29].

В предыдущей работе была проведена оцен-
ка способности к синтезу альгинатов у бактерий 
рода Azotobacter sp. из коллекции ФИЦ Биотехно-
логии РАН [30]. По результатам этой оценки было 
показано, что бактериальный штамм Azotobacter 
vinelandii 12 имел наивысшую продуктивность в от-
ношении синтеза альгинатов по сравнению с дру-
гими штаммами из этой коллекции. Оптимизация 
синтеза АЛГ и ПОБ этим штаммом при использо-
вании полного факторного эксперимента позво-
лило найти ключевые факторы, влияющие на про-
цесс синтеза этих полимеров [31]. При изучении 
влияния концентраций трех факторов в ростовой 
среде, а именно: уровня кислорода (интенсивности 
аэрации), концентрации сахарозы и концентрации 
фосфатов было определено, что только два факто-
ра: концентрация сахарозы в среде и уровень аэра-
ции оказывали максимальное влияние на биосин-
тез исследуемых биополимеров.

Целью настоящей работы – определить наилуч-
шее соотношение концентрации сахарозы и уров-
ня аэрации для биосинтеза как АЛГ, так и ПОБ 
штаммом-продуцентом Azotobacter vinelandii 12.

МЕТОДИКА

Материалы. В работе использовали следую-
щие реагенты: ЭДТА, NaOH, компоненты куль-
туральной среды: K2HPO4·3H2O, MgSO4·7H2O, 
NaCl, Na2MoO4·2H2O, CaCO3, FeSO4·7H2O, цитрат 
натрия, CaCl2, KH2PO4, сахароза, агар-агар, на-
трий-фосфатный буфер (PBS), альгинат натрия из 
бурых водорослей. Все реагенты были приобрете-
ны в фирме “Sigma Aldrich” (Германия).

Объект исследования. Для биосинтеза АЛГ и 
ПОБ был использовали бактериальный штамм 
A.  vinelandii 12. Штамм был выделен из дерно-
во-подзолистых почв Московской области (Рос-
сия) и любезно предоставлен сотрудниками кафе-
дры микробиологии РГАУ-МСХА им. К.А. Тими-
рязева. Штамм A. vinelandii 12 хранится в Научном 
центре биотехнологии РАН (Москва, Россия) и 
используется в исследовании синтеза АЛГ и ПОБ 
[2, 30]. Основной фенотипической особенностью 
штамма является то, что при созревании бакте-
риальные клетки приобретают темно-оранжевую 
окраску, а сами колонии образуют слизь. Бактерии 
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являются аэробами, грамотрицательны и облада-
ют плеоморфностью [32]. Оптимум роста 20–30°С. 
Бактерии рода Azotobacter sp. выращивали на беза-
зотных средах (твердая среда Эшби и жидкая среда 
Берка), поскольку бактерии являются диазотрофа-
ми и способны фиксировать молекулярный азот 
воздуха.

16S анализ. Для подтверждения принад-
лежности бактериального штамма к виду 
Azotobacter vinelandii был секвенирован ген 16S 
рРНК. Для этого были выбраны праймеры fD1- 
(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') и rD1- 
(5'-AAGGAGGTGATCCAGCC-3') с помощью ин-
струмента primer-blast (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/tools/primer-blast/, по состоянию на 15 января 
2020 г.). Для амплификации гена 16S использовали 
стандартный набор реагентов для постановки реак-
ции ПЦР; все реагенты были приобретены у ком-
пании “Евроген” (Россия). После амплификации 
на термоциклере Т100 (“Bio-Rad, Hercules”, CA, 
США) ПЦР продукт очищали с использованием 
набора Cleanup Standard (“Евроген”, Россия). По-
лученный ампликон 16S секвенировали на обору-
довании 3730xl (“Thermofisher Scientific”, Waltham, 
MA, США). После секвенирования прочтенные 
последовательности проверяли на наличие химер 
и собирали с использованием программного обе-
спечения DNA Baser Assembler 5.15.0. Для иден-
тификации вида собранный контиг сравнивали с 
другими генами 16S в базе данных NCBI Genbank 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, по состо-
янию на 23 января 2020 г.) с использованием ин-
струмента BLASTN.

Приготовление инокулята. Для поддержания 
культуры бактерий A. vinelandii 12 использова-
ли твердую питательную среду Эшби следующего 
состава (г/л): K2HPO4 – 0.2 , MgSO4 – 0.2, NaCl – 
0.2 , Na2MoO4 – 0.006, CaCO3 – 5.0, сахароза – 20, 
агар-агар – 20. Инокулят A. vinelandii 12 выращи-
вали на жидкой среде Берка в качалочных колбах 
объемом 750 мл (200 мл среды) при 250 об./мин 
(Innova 43, New Brunswick, США); исходный рН 
среды: 7.2; температура культивирования 28°C; 
время культивирования 24 ч, объем вносимого 
инокулята – 4%.

Биосинтез АЛГ и ПОБ A. vinelandii 12 при различ-
ных концентрациях сахарозы в среде и разных уров-
нях аэрации. Для оценки влияния условий культи-
вирования A. vinelandii 12 при разных концентра-
циях сахарозы и уровне аэрации для синтеза АЛГ 
и ПОБ, использовали жидкую среду Берка. Состав 
этой среды был ранее описан в работах [30–32]. 
Для культивирования бактерии A. vinelandii 12 рН 
среды поддерживали в диапазоне 7.0–7.4; темпе-
ратуру культивирования – 28°С, объем вносимо-
го посевного материала – 4%. Культивирование 
проводили в качалочных колбах емкостью 750 мл, 
с объемом среды 200 мл. В данной конкретной 

работе для аэробной культуры A. vinelandii 12 был 
выбран диапазон изменения аэрации в пределах от 
150 до 250 об/мин [10] и при различных концентра-
циях сахарозы в среде с интервалом 5 г/л от 5 до 
50 г/л. Рост бактерий в культуральной среде опре-
деляли нефелометрически при 520 нм. Морфоло-
гию бактериального штамма исследовали методом 
световой микроскопии с использованием микро-
скопа Биомед-1 (“Биомед”, Россия) с цифровой 
фотокамерой. Для визуализации клеток и альги-
ната окрашивание препаратов проводили 1%-ным 
фуксином.

Выделение и очистка синтезированных АЛГ и 
ПОБ. После окончания ферментации биомассу 
отделяли от культуральной жидкости центрифуги-
рованием при 11000 g в течение 30 мин. Выделение 
АЛГ проводили из культуральной жидкости (сво-
бодный АЛГ) и клеточной биомассы (капсулярный 
АЛГ). Для выделения свободного АЛГ к 1 об. куль-
туральной жидкости добавляли 3 об. охлажденного 
до –20°С этанола. Полученный осадок собирали и 
высушивали методом лиофилизации (лиофильная 
сушка Martin Christ Alpha 1–2 LD plus, Германия). 
Для выделения капсулярного АЛГ к биомассе по-
сле центрифугирования добавляли 45 мл 1 М NaCl 
с 5 мл 100 мМ ЭДТА, смесь инкубировали в тече-
ние 1 ч при 60°С с перемешиванием на орбиталь-
ном шейкере (PSU-20i, “Biosan”, Латвия) для пол-
ной гомогенизации смеси. Супернатант получали 
центрифугированием при 11000 g в течение 30 мин. 
Далее к супернатанту добавляли 3 об. охлажденно-
го этанола, осадок собирали и лиофильно высуши-
вали. На конечной стадии сухие осадки свободного 
и капсулярного АЛГ снова растворяли в 1 М NaCl, 
раствор диализовали против 1 л 0.1 М NaCl в тече-
ние 30 ч. Для получения свободного и капсуляр-
ного АЛГ диализованный раствор снова осаждали 
3 об. ледяного этанола и лиофилизировали.

Выделение ПОБ из клеточной биомассы осу-
ществляли экстракцией хлороформом в течение 
12 ч при 37°С. Полученный экстракт отделяли от 
клеточных остатков фильтрацией, затем ПОБ вы-
деляли из хлороформного экстракта осаждением 
изопропиловым спиртом. Стадию растворения в 
хлороформе и осаждения ПОБ изопропиловым 
спиртом повторяли не менее 3 раз, осадов сушили 
при 60°С.

Определение молекулярных масс (ММ) АЛГ 
и  ПОБ. ММ биополимеров определяли мето-
дом вискозиметрии: альгината в водном растворе, 
ПОБ – в растворе хлороформа. Удельную вязкость 
рассчитывали по формуле:

ηsp = (t – t0)/t0,

где t0 – время истечения растворителя, а t – время 
истечения раствора полимера. ММ рассчитывали 
по уравнению Марка–Хоувинка: [η] = K(M)a с ко-
эффициентами для АЛГ [33]:
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K = 7.3 × 10–5; a = 0.92;

[η] = 7.3 × 10–5 × (M)0.92.

Для ПОБ [34]:

K = 7.7 × 10–5; a = 0.82;

[η] = 7.7 × 10–5 × (M)0.82,

где М – молекулярная масса, [η] – вязкость, K и а – 
константы, величина которых зависит от природы 
полимера (АЛГ и ПОБ).

Статистический анализ и визуализация. Для ста-
тистической оценки данных был реализован непа-
раметрический тест Краскела-Уоллиса с исполь-
зованием пакета tidyverse в среде R (версия 3.6.3, 
Lucent Technologies, Murray Hill, США, под кодо-
вым названием “Holding the Windsock”). Получен-
ные данные представляли как среднее (n = 6) ± SD 
(стандартная ошибка среднего). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

16S Анализ. На основании проведения секвени-
рования гена 16S рибосомальной РНК была под-
тверждена принадлежность организма из коллек-
ции лаборатории к бактериальному виду Azotobacter 
vinelandii (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
MN977323.1, по состоянию на 25 февраля 2021 г.).

Рост культуры A. vinelandii 12. Культивирование 
бактериального штамма A. vinelandii 12 проводи-
ли при трех разных уровнях аэрации и различных 
концентрациях сахарозы в среде (шаг – 5 г/л) от 
5 г/л до 50 г/л. По истечении 72 ч – ферментации, 
суммарный выход клеточной биомассы во всех 
опытах значительно различался (рис. 1).

Как видно из рис. 1, во всех вариантах опы-
тов, поставленных при высоком уровне аэрации 
(250 об/мин), выход биомассы в г/л значительно 
превосходил эту величину при низких (150 об/мин) 
и средних уровнях (200 об/мин) аэрации. Бактерии 
рода Azotobacter sp. в первую очередь являются об-
лигатными аэробами [35] и поэтому активно ра-
стут при более высоких концентрациях кислорода 
в среде. Стоит заметить, что максимальный выход 
биомассы достигал 7 г/л в опытах при высокой 
аэрации, а затем выходил на плато при значени-
ях сахарозы в среде – 35 г/л. Дальнейшее увеличе-
ние концентрации сахарозы в среде не влияло на 
прирост клеточной биомассы. Снижение уровня 
аэрации в среде приводило к подавлению роста 
культуры. Данный факт объяснялся сниженной 
дыхательной активностью бактериальных клеток в 
условиях недостатка кислорода и отмечен при всех 
испытанных концентрациях сахарозы в среде. Та-
ким образом, лимитирование культуры по кисло-
роду приводило к снижению потребности клеток к 
источнику углерода [36]. 

Биосинтез АЛГ. A. vinelandii 12 синтезируют АЛГ 
двух типов – свободные и капсулярные, отличные 
по функциям и физико-химическим свойствам [31, 
32]. Свободный АЛГ синтезируется бактериями и 
выделяется в среду. Как правило, он имеет низкую 
молекулярную массу (ММ). Его функция состоит в 
снижении концентрации кислорода и препятствии 
диффузии его в культуральной среде [32]. Капсу-
лярный АЛГ выполняет защитную функцию, по-
крывая клеточную стенку бактерий плотным поли-
сахаридным слоем с образованием капсулы. Этот 
полимер имел высокую ММ и служил материалом 
для образования клетками капсулы, необходимых 
для защиты от неблагоприятных условий, в первую 
очередь, от действия кислорода на нитрогеназный 
комплекс бактерий [23].

Результаты биосинтеза свободных и капсуляр-
ных АЛГ показали, что при увеличенных скоростях 
перемешивания бактериальных культур, а именно 
в вариантах, поставленных при высоком уровне аэ-
рации увеличивалась концентрация как свободных, 
так и капсулярных АЛГ (табл. 1 и рис. 2).

Из результатов, представленных в табл. 1 и на 
рис. 2а и 2б, можно видеть, что максимальный син-
тез свободного альгината (1.08 г/л) был получен при 
высоком уровне аэрации и при максимальной кон-
центрации сахарозы 50 г/л в среде. Вероятно, высо-
кая концентрация кислорода при высоком содержа-
нии сахарозы в среде приводила к активному син-
тезу свободного АЛГ для защиты бактериальных 
клеток от кислорода [23]. Максимальный синтез 
свободного альгината именно в данном варианте 
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Рис. 1. Рост бактериального штамма A. vinelandii 
12 при разных уровнях аэрации и концентрации 
сахарозы в среде от 5 г/л до 50 г/л (время фермен-
тации  –  72 ч: 1 – 150 об./мин; 2 – 200 об./мин;  
3 – 250 об./мин. Множественное сравнение по Кра-
скелу-Уоллису между всеми группами имеет уровень 
достоверности p < 0.05.
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Рис. 2. Биосинтез свободных (а, г/л) и капсулярных (б, г/л) АЛГ, продуктивность синтеза Azotobacter vinelandii 
12 свободных (в) и капсулярных (г) АЛГ: 1 – 150 об./мин; 2 – 200 об./мин; 3 – 250 об./мин. Множественное срав-
нение по Краскелу-Уоллису между всеми группами имеет уровень достоверности p < 0.05.

Таблица 1. Биосинтез свободных и капсулярных АЛГ бактериями Azotobacter vinelandii 12 при разных условиях 
аэрации

Сахароза, 
г/л 

Свободный 
АЛГ (низкая 
аэрация), г/л

Свободный 
АЛГ (средняя 
аэрация), г/л

Свободный 
АЛГ (высокая 
аэрация), г/л

Капсулярный 
АЛГ (низкая 
аэрация), г/л

Капсулярный 
АЛГ (средняя 
аэрация), г/л

Капсулярный 
АЛГ (высокая 
аэрация), г/л

5 0 0.11 – 0.24 0.61 –
10 0 0.265 – 0.325 0.775 –
15 0 0.265 0 0.395 0.85 0.66
20 0 0.215 0.12 0.505 1.145 1.1
25 0 0.15 0.41 0.435 1,32 1.46
30 0 0.065 0.68 0.38 0.92 1.77
35 0 0.02 0.66 0.4 0.925 2.26
40 0 0 0.81 0.295 0.755 1.24
45 0 0 1.06 0.255 0.965 1.03
50 0 0 1.08 0.245 1.1 0.92

Примечание: – не определено.
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связан с тем, что повышенная концентрация рас-
творенного кислорода увеличивала скорость по-
требления сахарозы бактериями Azotobacter sp. и 
позволяла более эффективно использовать ее для 
синтеза свободного АЛГ. По данным Диас-Барре-
ры с соавтр. [37], за счет повышенной дыхательной 
активности бактерий экспрессия альгинат-лиаз, 
таких как algL, alyA1, alyA2, alyA3 и algE7 увеличи-
вается. Таким образом, за счет повышенного коли-
чества внеклеточных ферментов альгинат-лиаз в 
среде, способных гидролизовать альгинатные цепи, 
образуется большое количество низкомолекуляр-
ного АЛГ, выделяемого в ферментационную среду 
[38]. Синтез свободного АЛГ при среднем уровне 
аэрации достигался лишь при низких концентра-
циях сахарозы (10 и 15 г/л), что, вероятно, связано 
с недостатком аэрации и при этом большая часть 
потребляемой сахарозы уходит на синтез капсуляр-
ного АЛГ. С увеличением содержания сахарозы в 
среде активируется синтез ПОБ, который, как из-
вестно, активно накапливал в клетках как запасное 
вещество при высоких концентрациях сахарозы в 
среде и низком уровне аэрации [39]. Бактерии, вы-
ращенные при низком уровне аэрации, ни в одном 
из вариантов не синтезировали низкомолекулярные 
свободные АЛГ. Данное наблюдение указывает на 
необходимость присутствия растворенного молеку-
лярного кислорода в среде для биосинтеза свобод-
ных АЛГ. Этот факт согласуется с работой чилий-
ских ученых. Так, в работе Диас-Барреры с соавт. 
[40] было показано, что увеличение концентрации 
кислорода в среде увеличивало (примерно в восемь 
раз) относительную экспрессию гена algL в культу-
ре Azotobacter vinelandii ATCC-9046, что свидетель-
ствовало об увеличении активности альгинат-лиа-
зы. При низкой концентрации кислорода в среде, 
метаболизм бактерий A. vinelandii 12 замедлялся, 
что влияло на способность бактериальных кле-
ток синтезировать в достаточном количестве АЛГ 
и индуцировать экспрессию генов альгинат-лиаз, 
ответственных за расщепление длинных полимер-
ных цепей и создание свободных АЛГ. Максималь-
ная продуктивность синтеза свободных альгинатов 
0.19 г/г биомассы (рис. 2б) отмечена в вариантах 
с низкими концентрациями сахарозы в среде (от 
5–15 г/л) в условиях средней аэрации. В условиях 
высокой аэрации, напротив, высокая продуктив-
ность (0.15 г свободного АЛГ на 1 г биомассы) отме-
чалась в вариантах с повышенной концентрацией 
сахарозы в среде (45–50 г/л). 

Результаты синтеза высокомолекулярных капсу-
лярных АЛГ (рис. 2б и 2г) показали, что максималь-
ный синтез, равный 2.26 г/л, был достигнут при 
высоком уровне аэрации и 35 г/л сахарозы в сре-
де. Синтез капсулярных АЛГ при низких и средних 
уровнях аэрации был значительно ниже и достигал 
максимума 0.5 г/л при 20 г/л сахарозы и 1.32 г/л 
при 25 г/л сахарозы соответственно. Эти результаты 
показали, что капсулярный АЛГ в первую очередь 

играет роль защитного барьера от воздействия кис-
лорода [31] и именно аэрация является ключевым 
фактором для усиленного синтеза капсулярного 
АЛГ. В целом, с увеличением концентрации саха-
розы в среде, увеличивался и синтез капсулярных 
АЛГ при всех уровнях аэрации, но пик его макси-
мальный синтез был различен: для низкой аэрации 

– при концентрации сахарозы 20 г/л, для средней 
аэрации – при 25 г/л и для высокой – при 35 г/л). 
Из-за сниженной дыхательной активности бакте-
риальных клеток при низких и средних уровнях 
аэрации максимальный синтез капсулярного АЛГ 
начинался раньше, чем в вариантах с высокой аэ-
рацией [25]. Авторы работы [24] также наблюдали, 
что при низкой концентрации кислорода клеткам 
Azotobacter vinelandii ATCC 9046 не требуется син-
тезировать большое количество высокомолекуляр-
ного капсулярного АЛГ для защиты бактериальных 
клеток от кислорода. Продуктивность капсулярного 
АЛГ в культуре A. vinelandii 12, рассчитанная на г 
биомассы (рис. 2г) имела близкие величины с про-
дуктивностью свободных АЛГ, в зависимости от 
условий аэрации, ее максимум (0.97 г/г биомассы) 
также отмечен в условиях средней аэрации и низ-
кой концентрации сахарозы в среде (5 г/л).

Биосинтез ПОБ. В опубликованной ранее рабо-
те [31] было показано, что именно концентрация 
сахарозы в среде и уровень аэрации являются клю-
чевыми факторами биосинтеза ПОБ бактериями 
A. vinelandii 12. 

Из результатов, представленных на рис. 3а, 
можно видеть, что максимальное значение синте-
за ПОБ (0.99 г/л) отмечено в варианте при среднем 
уровне аэрации и наибольшей концентрации саха-
розы (50 г/л) в среде. При высоком уровне аэра-
ции синтез ПОБ ниже и достигал максимума (0.64 
г/л) при 35 г/л сахарозы в среде. Дальнейшее по-
вышение содержания сахарозы в среде (до 50 г/л) 
значительно снижало общий выход ПОБ. Синтез 
ПОБ при минимальной аэрации достигал макси-
мума при 30 г/л сахарозы в среде (0.55 г/л) и оста-
вался на этом уровне практически без изменения 
во всех вариантах эксперимента до 50 г/л сахарозы. 
Наибольшая продуктивность синтеза ПОБ куль-
турой A. vinelandii 12 (рис. 2б) также отмечена при 
среднем уровне аэрации и с максимум при концен-
трации сахарозы в среде 45 г/л (0.30 г/г биомассы). 
При низком уровне аэрации продуктивность син-
теза ПОБ была в два раза ниже, чем при среднем 
(0.15 г/г биомассы), но ее максимум наблюдался 
уже при 30 г/л сахарозы в среде и оставался неиз-
менным при 50 г/л сахарозы. Варианты опытов с 
высокой аэрацией, как и следовало ожидать, пока-
зали наименьшую продуктивность синтеза ПОБ по 
сравнению со средней и низкой аэрацией в 3 и в 
полтора раза соответственно, а ее максимальный 
уровень достигал максимума при 35 г/л сахарозы 
(0.09 г/г биомассы).
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Таким образом, при высоких концентрациях 
сахарозы и невысоком уровне аэрации (низкий и 
средний уровень аэрации в данном эксперименте) 
можно достигать максимальных значений синтеза 
ПОБ. Полученные результаты синтеза ПОБ позво-
ляют утверждать, что высокое содержание источ-
ника углерода в среде является ключевым факто-
ром в накоплении ПОБ бактериями A. vinelandii 12 
[41]. Аналогичные результаты были получены во 
многоих работах, где добавление в ростовую сре-
ду различных источников углерода способствова-
ло накоплению ПОБ, а высокая концентрация рас-
творенного кислорода в среде, наоборот, ингиби-
ровала его синтез [29, 42].

Молекулярные массы АЛГ и ПОБ. Методом ви-
скозиметрии были определены молекулярные мас-
сы (ММ) полученных биополимеров после фер-
ментации. Все АЛГ (свободные и капсулярные) за 
исключением капсулярных АЛГ, синтезированных 
при высокой аэрации, имели низкую ММ в диа-
пазоне от 20 до 80 кДа. Только капсулярные АЛГ, 
синтезированные при высоком уровне аэрации, 
при котором и возможно образование плотных 
капсул, имели ММ свыше 100 кДа (максимум  – 
477 кДа при 25 г/л сахарозы в среде, рис. 4) [23].

На рис. 4 можно отметить тенденцию снижения 
ММ капсулярных АЛГ при увеличении концентра-
ции сахарозы в среде. Можно предположить, что 
клетки бактерий при избытке сахарозы начинают 
синтезировать ферменты гликозид-гидролазы и ли-
азы в широком диапазоне, в частности альгинат-ли-
азы, которые ответственны за расщепление АЛГ [31].

ММ ПОБ, начиная от 30 г/л сахарозы в росто-
вой среде почти при всех уровнях аэрации была 
свыше 800 кДа (табл. 2), а максимальный уровень 
ее отмечен в варианте при высокой аэрации и 

30 г/л сахарозы в среде (1479 кДа). Полученные ре-
зультаты можно объяснить тем, что с увеличением 
концентрации сахарозы в среде бактерии продол-
жают находиться в фазе экспоненциального роста 
[43]. Известно, что во время фазы экспоненциаль-
ного роста ММ ПОБ увеличивается за счет высо-
кой активности ПОБ-синтазы (PhbC ген) и низкой 
активности ПОБ-деполимеразы (PhbZ ген). С на-
ступлением стационарной фазы происходит крат-
ное увеличение активности ПОБ-деполимеразы, 
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Рис. 3. Биосинтез (а, г/л) и продуктивность (б, г/г) ПОБ бактериальным штаммом A. vinelandii 12: 1 – 150 об./мин; 
2 – 200 об./мин; 3 – 250 об./мин. Множественное сравнение по Краскелу-Уоллису между всеми группами имеет 
уровень достоверности p < 0.05.

Рис. 4. ММ капсулярных АЛГ, синтезированных 
при высоком уровне аэрации бактериями Azotobacter 
vinelandii 12 и различных концентрациях сахарозы. 
Множественное сравнение по Краскелу-Уоллису 
между всеми группами имеет уровень достоверно-
сти p < 0.05.
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что отражается на снижении ММ ПОБ [44]. Веро-
ятно, клетки A. vinelandii 12 при росте на низких 
концентрациях сахарозы при недостатке источни-
ка углерода быстро достигали стационарной фазы 
роста и использовали накопленный ПОБ как ре-
зервный материал, расщепляя его до низкомолеку-
лярных фрагментов, что отражалось на снижении 
ММ ПОБ. Особенно снижение ММ синтезирован-
ного ПОБ характерно для вариантов при высокой 
аэрации, где удельная скорость потребления саха-
розы выше в сравнении с вариантами при низкой 
и средней аэрации [45].

Исходя из полученных результатов можно за-
ключить, что ключевым параметром, влияющим на 
изменение ММ АЛГ и ПОБ, является концентра-
ция сахарозы в ростовой среде, а уровень аэрации 
не был определяющим. При увеличении концен-
трации сахарозы в среде выше 30 г/л ММ АЛГ сни-
жался из-за увеличения активности альгинат-лиаз 
в культуральной среде [31]. Напротив, при увеличе-
нии концентрации сахарозы в среде ММ ПОБ уве-
личивается в связи с тем, что в этих условиях от-
мечалась высокая активность ПОБ-синтазы и про-
должался синтез высокомолекулярного ПОБ [44].

Изменение состава синтезированных биополиме-
ров (свободных и капсулярных АЛГ и ПОБ) клетка-
ми A. vinelandii 12 в условиях изменения концентра-
ции сахарозы в среде при разных уровнях аэрации. 
Основываясь на результатах по биосинтезу свобод-
ных и капсулярных АЛГ (рис. 2) и ПОБ (содержа-
ние полимеров в ферментационном объеме среды) 
(рис. 3) можно оценить процент каждого полимера 
от их общей суммы (круговые диаграммы, рис. 5). 
Результаты по составу синтезированных биополи-
меров клетками A. vinelandii 12 при низкой аэрации 
показали полное отсутствие синтеза низкомолеку-
лярного свободного АЛГ при всех концентрациях 
сахарозы в ростовой среде (рис. 5а).

При низкой аэрации помимо полного отсут-
ствия свободного АЛГ с увеличением концентрации 

сахарозы в среде, наблюдалось снижение синте-
за капсулярного АЛГ и увеличение синтеза ПОБ. 
Преобладание капсулярного АЛГ в составе бакте-
риальных клеток можно наблюдать при концен-
трациях сахарозы в среде в пределах от 5 до 25 г/л, 
но начиная от 30 г/л и до максимальных значений 
концентраций сахарозы (50 г/л) уже преобладали в 
составе клеток ПОБ. При низких концентрациях са-
харозы бактерии синтезировали в основном только 
капсулярный АЛГ (при 5 г/л сахарозы – 96% АЛГ 
и 4% ПОБ), но, учитывая слабый рост культуры в 
этих условиях, данные по выходу этого полимера в 
г/л значительно ниже, чем в вариантах при средней 
и высокой аэрации. При увеличении концентрации 
сахарозы в среде, смещались метаболические пути 
синтеза в сторону ПОБ (32% АЛГ и 68% ПОБ). Из-
вестно, что при избытке источника углерода бакте-
рии Azotobacter sp. активно накапливают ПОБ и про-
исходит это в основном только в условиях дефицита 
молекулярного кислорода [46].

При средней аэрации, в отличие от низкой, бак-
териальные клетки способны синтезировать сво-
бодный АЛГ (рис. 5б), но только в диапазоне от 5 
до 35 г/л сахарозы. Максимальный синтез свобод-
ного АЛГ (в % от состава биополимеров) клетки 
был получен в варианте при 10 г/л, и достигал 25% 
от всех синтезируемых полимеров.

В условиях средней аэрации с увеличением кон-
центрации сахарозы в среде также как и при низкой 
аэрации наблюдалось снижение синтеза капсуляр-
ного АЛГ и увеличение синтеза ПОБ и при этом 
различие в синтезе полимеров не столь значитель-
но. По составу синтезированных полимеров макси-
мальное содержание капсулярного АЛГ отмечалось 
при минимальных концентрациях сахарозы, дости-
гая 84%. Максимальное накопление ПОБ в клетках 
наблюдалось при 40 г/л сахарозы (54%). Результаты 
позволяют предположить, что с увеличением уровня 
аэрации происходило смещение синтеза в сторону 
АЛГ. Только в диапазоне от 40 до 50 г/л сахарозы 

Таблица 2. ММ ПОБ, синтезированных при разных уровнях аэрации бактериями Azotobacter vinelandii 12
Концентрация 
сахарозы, г/л

ММ ПОБ  
(низкая аэрация), кДа 

ММ ПОБ  
(средняя аэрация), кДа

ММ ПОБ  
(высокая аэрация), кДа

5  – 26 *
10 718 890 *
15 782 757 –
20 320 1064 –
25 529 1115 534
30 882 828 1479
35 862 968 1104
40 880 808 933
45 897 732 1024
50 955 1081 971

Примечание: – не синтезировался; * не определено
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Рис. 5. Состав синтезированных биополимеров (ПОБ и АЛГ) клетками Azotobacter vinelandii 12 при различных кон-
центрациях сахарозы в среде и различной аэрации: а – 150 об./мин; б – 200 об./мин; в – 250 об./мин.
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в среде бактерии синтезируют капсулярный АЛГ и 
ПОБ приблизительно в равном соотношении 1 : 1. 
Вероятно, при низкой аэрации идет синтез только 
капсулярного АЛГ, а с увеличением доступности 
источника углерода в среде начинает преобладать 
синтез ПОБ. При средней аэрации к синтезу капсу-
лярного добавлялся синтез низкомолекулярного 
свободного АЛГ, а преобладания синтеза ПОБ клет-
ками A. vinelandii 12 в вариантах с большей концен-
трацией сахарозы в среде не наблюдалось. Известно, 
что АЛГ выполняет функцию защиты бактериаль-
ных клеток от воздействия избыточной содержания 
кислорода и с увеличением аэрации в среде вне за-
висимости от добавления сахарозы в ростовую среду 
его доля от суммы всех синтезируемых биополиме-
ров увеличивалась [5].

Результаты оценки состава синтезированных 
бактериальным штаммом A. vinelandii 12 биополи-
меров при высокой аэрации значительно отлича-
лись от тех, которые наблюдали в условиях низкой 
и средней аэрации (рис. 5В).

При концентрации сахарозы 15 г/л бактерии 
синтезировали только капсулярный АЛГ, при 
20 г/л сахарозы – свободный и капсулярный АЛГ 
без ПОБ. При 25 г/л сахарозы бактерии начинали 
накапливать небольшое количество ПОБ в клет-
ках и максимальное его количество в общем соста-
ве всех биополимеров достигалось в варианте при 
40 г/л сахарозы в ростовой среде (22% от всех био-
полимеров). Как можно видеть из данных, пред-
ставленных на рис. 5б, увеличение концентрации 
кислорода в среде в целом критично сказывается 
на синтезе ПОБ [29]. Это согласуется с данными 
работы Диас-Барреры с соавтр., где показано, что 
при увеличении скорости перемешивания росто-
вой среды с 300 до 600 об./мин при ферментации 
штамма дикого типа A. vinelandii ATCC 9046 уве-
личивалась скорость переноса кислорода (с 2.5 до 
9.5  ммоль/л–1/ч–1, что напрямую отражалось на 
снижении общей продукции ПОБ этим штаммом 
[47]. В работе Гарсии с соавтр. [48] также отмечено, 
что увеличение скорости переноса кислорода при-
водило к уменьшению восстанавливающей спо-
собности соотношения НАДФН/НАДФ+ и вслед-
ствие этого снижалась продукция ПОБ (рис. 6). Из 
рис. 5б видно, что содержание свободных и капсу-
лярных АЛГ при высокой аэрации изменялось от 
преобладания капсулярного АЛГ (от 100% до 47%) 
в диапазоне от 15 до 40 г/л сахарозы и смещалось в 
сторону свободного АЛГ при максимальных кон-
центрациях сахарозы 45 и 50 г/л, 43 и 47% соот-
ветственно). Это можно объяснить тем, что при 
высокой аэрации именно капсулярный АЛГ ввиду 
своей высокой ММ является жизненно необходи-
мым для образования капсулы и выполняет основ-
ную функцию защиты бактериальных клеток от 
избыточного молекулярного кислорода [23]. В ус-
ловиях высокой аэрации при высокой скорости 

потребления сахарозы бактериями (в вариантах от 
15 до 30 г/л) синтеза ПОБ практически не отмеча-
лось, что объяснялось дефицитом источника угле-
рода для его синтеза [31].

Таким образом, в работе показана возможность 
регуляции синтеза биополимеров (альгината и 
ПОБ) культурой A. vinelandii 12 в зависимости от 
условий культивирования. Показаны изменения 
в качественном и количественном составе бакте-
риальных полимеров в клетках в зависимости от 
использования различных концентраций саха-
розы в среде при разных условиях аэрации. При 
содержании в среде сахарозы свыше 35 г/л в ус-
ловиях высокой аэрации отмечен максимальный 
рост культуры A. vinelandii 12 (7 г/л). Также при 
высоком уровне аэрации и концентрации сахаро-
зы 50 г/л достигнут максимальный синтез свобод-
ного АЛГ (1.08 г/л). При снижении концентрации 
кислорода в среде синтез свободного альгината 
снижался и полностью ингибировался в услови-
ях низкой аэрации. Максимальный синтез капсу-
лярного АЛГ (2.26 г/л) также получен в услови-
ях высокой аэрации при 35 г/л сахарозы в среде. 
Синтез капсулярных АЛГ при низких и средних 
уровнях аэрации был значительно ниже. Макси-
мальное значение синтеза ПОБ (0.99 г/л) отмече-
но при среднем уровне аэрации и концентрации 
сахарозы 50 г/л в среде. Данные по ММ полиме-
ров показали, что только капсулярные АЛГ, син-
тезированные при высоком уровне аэрации, име-
ли высокую ММ (477 кДа при 25 г/л сахарозы в 
среде). Снижение уровня аэрации приводило к 
снижению ММ АЛГ. В отличие от АЛГ ММ ПОБ 
при всех уровнях аэрации был свыше 800 кДа и 
максимальный ее уровень отмечен в варианте 
при высокой аэрации и 30 г/л сахарозы в среде 
(1479 кДа). Общая оценка изменения качествен-
ного состава полимеров (свободный АЛГ + капсу-
лярный АЛГ + ПОБ), синтезируемых бактериями, 
показала, что при малых концентрациях сахарозы 
в среде (5–20 г/л) синтезируется преимуществен-
но капсулярный АЛГ при всех уровнях аэрации от 
84 до 100% от всех полимеров. В условиях низкой 
аэрации при увеличении концентрации сахарозы 
в среде наблюдался преимущественный синтез 
ПОБ (до 68%). В условиях средней аэрации при 
увеличении концентрации сахарозы в среде на-
блюдался синтез ПОБ и капсулярного АЛГ в рав-
ных соотношениях, а в условиях высокой аэрации 
при 45 г/л сахарозы и выше в среде преобладал 
синтез свободного АЛГ (до 47%). Оценка общего 
выхода полимеров показала, что с помощью изме-
нения концентрации источника углерода, а имен-
но сахарозы и изменения уровня аэрации можно 
регулировать биосинтез альгинатов и ПОБ бакте-
риями A. vinelandii 12 для достижения избиратель-
ного синтеза определенного полимера при пол-
ном подавлении синтеза другого. Полученные ре-
зультаты могут быть использованы для разработки 
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направленного биосинтеза целевых продуктов 
(ПОБ и Альгинатов) в промышленности.
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Effect of Different Sucrose Concentrations on the Biosynthesis  
of Poly-3-Hydroxybutyrate and Alginate by the Bacterial Strain  
Azotobacter vinelandii 12 Under Different Aeration Conditions
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Bacteria of the genus Azotobacter sp. produce two classes of biologically important biocompatible and 
biodegradable polymers – polyoxyalkanoates, which are the bacterial reserve, and alginates (ALG), which 
perform the function of protecting nitrogenase from oxygen. Both polymers are becoming increasingly 
important for use in bioengineering, pharmaceuticals and medicine, so studies of their biosynthesis and 
properties are currently highly relevant. The present work shows the possibility of regulating alginate and 
poly-3-hydroxybutyrate (PHB) synthesis by A. vinelandii 12 culture depending on the increase of sucrose 
concentration in the medium under different aeration conditions. At high aeration and high sucrose 
concentration in the medium (50 g/L), the maximum yield of free (1.08 g/L) and capsular ALG (2.26 g/L) in 
the medium was obtained. Under low aeration conditions, the synthesis of free ALG was completely inhibited. 
The maximum value of РНB synthesis was observed at medium aeration and high concentration of sucrose 
(50 g/l) in the medium. The maximum molecular weight (MW) of ALG was 477 kDa, while the maximum 
MW of PHB was much higher, reaching 1479 kDa. At low sucrose concentrations in the medium (5 to 20 g/l), 
capsular ALG is predominantly synthesized (up to 100% of the sum of all polymers) at all aeration levels. With 
increasing sucrose concentration, PHB is predominantly synthesized (68%) under low aeration conditions, an 
equal ratio of PHB and capsular ALG synthesis is observed under medium aeration conditions, and free ALG 
is actively synthesized under high aeration conditions. This work demonstrates the possibility of obtaining 
a selective synthesis of ALG or PHB by A. vinelandii 12 by modifying its cultivation conditions. The results 
obtained can be used for the development of directed biosynthesis of target products (PHB and ALG) in 
biotechnology. 

Keywords: bacteria, biopolymers, Azotobacter vinelandii 12, alginate (ALG), poly-3-hydroxybutyrate 
(PHB), sucrose, aeration, molecular weight (MW)


